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RESUMEN

Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke (shihuahuaco) fue incluido en el apéndice Il de la
CITES por su tala indiscriminada; siendo el manejo in vitro una opcion viable para su
produccién y conservacién. El objetivo de esta investigaciéon fue evaluar el efecto de
combinaciones de auxinas y citoquininas, asi como diferentes concentraciones de las
mismas en la induccion de la formacion de callos friables in vitro en foliolos de shihuahuaco.
Para ello se prepar6 el medio de cultivo compuesto de WPM (Woody Plant Medium) 2.41 g/,
suplementado con 3% de sacarosa, 6.5 g/l de Agar y 100 mg/l de Piridoxina; todo esto
ajustado a un pH de 5.8. Los explantes foliares se desinfectaron con NaClO al 0.25%,
alcohol 70° y agua destilada esterilizada con pH 5.3. La incubacion se dio por 9 semanas en
oscuridad permanente. Durante la fase desdiferenciacion del explante los resultados fueron:
Asepsia 51.01%, contaminacién 48.99%, oxidacion 27.5%, necrosis 57.8%, forma plana
54%, doblado 38%, doblado ademas de arrugado 8%; el Tratamiento 8 (T8) fue mejor en
deformacién del explante con 93%. Durante la fase de callogénesis los callos iniciales eran
de color blanquecinos y amarillentos posterior a ello de color café; el analisis estadistico
evidencié diferencia altamente significativa en la callogénesis donde el (T8) (3mg/l 2,4 D +
3mg/l Kin) fue el mejor de todos con una respuesta del 100%, seguido por el T5, T3, T4, T6,
T7, T2 y T1 (56%; 55%; 33%; 30%; 29%; 0%; 0%), ademas de ello el T8 fue el mejor en
todas las caracteristicas del callo como: encallamiento 92%, area 2.4 cm?, altura 2.8 mm,
masa fresca 67.4 mg, masa seca 20mg. La oxidacién y necrosis de los callos totales fueron
10.3% y 12.3% respectivamente. Concluyendo que es posible producir callos con
combinaciones y concentraciones de auxinas y citoquininas en explantes foliares de

Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke.

Palabras claves: Acido ascorbico: callos, fitohormonas, in vitro, WPM (Woody Plant

Médium).
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ABSTRACT

Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke (shihuahuaco) was included in CITES Appendix Il due
to its indiscriminate logging; in vitro management is a viable option for its production and
conservation. The objective of this research was to evaluate the effect of combinations of
auxins and cytokinins, as well as different concentrations of these, on the induction of friable
callus formation in vitro in shihuahuaco leaflets. For this purpose, a culture medium
composed of WPM (Woody Plant Medium) 2.41 g/l, supplemented with 3% sucrose, 6.5 g/l
agar and 100 mg/l pyridoxine was prepared; all of this adjusted to a pH of 5.8. The leaf
explants were disinfected with 0.25% NaClO, 70° alcohol and sterilized distilled water with
pH 5.3. Incubation was given for 9 weeks in permanent darkness. During the explant
dedifferentiation phase the results were: Asepsis 51.01%, contamination 48.99%, oxidation
27.5%, necrosis 57.8%, flat shape 54%, bent 38% and wrinkled 8%; Treatment 8 (T8) was
better in explant deformation with 93%. During the callogenesis phase the initial calluses
were whitish and yellowish after that they were brown; Statistical analysis showed a highly
significant difference in callogenesis where (T8) (3mg/l 2.4 D + 3mg/l Kin) was the best of all
with a response of 100%, followed by T5, T3, T4, T6, T7, T2 and T1 (56%; 55%; 33%; 30%;
29%; 0%; 0%), in addition to that T8 was the best in all callus characteristics such as:
callusing 92%, area 2.4 cm2, height 2.8 mm, fresh mass 67.4 mg, dry mass 20mg. The
oxidation and necrosis of total calluses were 10.3% and 12.3% respectively. Concluding that
it is possible to produce calluses with combinations and concentrations of auxins and

cytokinins in leaf explants of Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke.

Keywords: Ascorbic acid; callus, phytohormones, in vitro, WPM (Woody Plant Medium).
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INTRODUCCION

Actualmente la Amazonia peruana viene perdiendo su diversidad forestal debido a
factores como el aprovechamiento no sostenible, tala ilegal, agricultura migratoria y
ganaderia. (Garcia, 2024) sostiene que durante el periodo 2011-2020 la deforestacion crecio
mas de 50%, siendo este un problema alarmante. Una de las especies que se vio muy
afectada fue Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke (Shihuahuaco), a tal punto que en Perq,
recientemente, se le clasifico en forma provisional «en peligro critico» (Romo et al., 2022). A
demas se explica que en noviembre del 2022, en la Decimonovena Reunion de la
Conferencia de las Partes (CoP19), se incluyd, por votacién, a las especies de los géneros
Dipteryx (dentro de la cual esta Dipteryx ferrea) y Handroanthus en el Apéndice Il de la
citada Convencion, En este contexto, el SERFOR, en calidad de Autoridad Administrativa
CITES, ha elaborado y aprobado el presente Plan de Accion para generar condiciones
técnicas y normativas a noviembre del 2024, La propuesta cont6é con el apoyo de Senegal,
el Reino Unido, la ONG TRAFFIC, (UICN), (WWF) y organizaciones observadoras
(SERFOR. 2023).

Los esfuerzos por producir la especie para su recuperacion y conservacion se ven
interrumpidos por su periodo de fructificacion y diseminacion bastante irregular (Fernandez,
2023); sumado a ello la falta de estudios de mejoramiento genéticos que faciliten la
multiplicacién a gran escala. Frente a esta realidad es importante desarrollar nuevos
paquetes tecnologicos que no necesariamente requiera de semillas, sino de tejidos tan
comunes de la planta como son las hojas. En este sentido el cultivo in vitro ofrece la
posibilidad de producir plantas cultivados en laboratorio a partir una sola célula o tejido, “en
este caso una hoja” (Peréz, 2017). Sin embargo para llegar hasta esa meta es primordial
desarrollar metodologia que nos permitan obtener callos (masa celular) ya que a partir de
ello se pueden cultivar los mismos callos que posteriormente pueden formar embriones

(embriogénesis) que germinen, como directamente raices, tallos (organogénesis).
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Cabe recalcar que actualmente no existen estudios sobre la obtencién de callos de la
especie Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke; solo hay investigaciones similares que sirven como
antecedentes en otras especies del mismo género como por ejemplo en Dipteryx alata Vog
(Silva, 2016; Rezende et al., 2018; Ingre et al., 2021, Silveira et al., 2022), sin embargo son
escasas; siendo esta investigacion la primera de su tipo en la especie, esto servirh como un
antecedente en futuras continuaciones de estudios similares.

Por tal motivo la presente investigacion tuvo como objetivo general determinar el
efecto de diferentes combinaciones y concentraciones de auxinas y citoquininas en la
produccion de callos friables in vitro en foliolos de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
(shihuahuaco). Esto conllevd a ejecutar el experimento con una metodologia de tipo
aplicativa, enfoque cuantitativo y nivel experimental, de las cuales se obtuvo resultados
alentadores en la produccién de callos.

La presente tesis se organiza en cinco capitulos. El capitulo | plantea el problema
mediante la formulacién de preguntas que traten de cumplir los objetivos planteados. El
capitulo I, presenta la revisién de la literatura en la que se recopilaron antecedentes de
estudios similares con menos de 5 afios de antigiiedad a nivel internacional, nacional y local,
a demas, se presenta la base tedrica en la cual se explican conceptos del tema de estudio
que sirven realizar un analisis previo sobre el tema. El capitulo 11l explica la metodologia
utilizada que este caso que fue experimental cuantitativo, se presenta la poblaciéon y muestra,
ademés de ellos los procedimientos que se siguié para realizar la investigacion desde la
preparacion de los medios de cultivo con la adicion de las combinaciones y concentraciones de
auxinas y citoquininas, la recoleccion de las hojas, protocolo de desinfeccién, inculcacion, las
técnicas e instrumentos para la recolecciones y procesamiento de los datos, ademas se explica
las pruebas estadisticas aplicadas a cada variable de estudio. El capitulo IV ilustra los resultados
mediante tablas y figuras de cada variable discutiendo estos mismos. Y el capitulo V presenta la
conclusiones y recomendaciones donde se observa la respuesta final que nos hicimos al inicio
en la formulacion del problema ademas que se recomienda algunas cosas para posteriores

estudios.
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1.1.

CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Formulacion del Problema.

Uno de los problemas que ha venido enfrentando el shihuahuaco ha sido la
tala a gran escala debido a que posee madera de alto valor comercial por sus
excelentes propiedades fisicas y mecanicas, asi como por su alta durabilidad natural
y resistencia (Pesce, 2009). Por otra parte, esta especie se caracteriza por tener
periodos de fructificacion y diseminacién bastante irregular, presentandose afios en
los que la produccion de frutos es escasa (Fernandez, 2023). Lo expuesto ocasiona
qgue la reproduccion sexual de esta especie sea inadecuada para proyectos de
reforestacion.

Frente a esta situacion, es necesario encontrar otros métodos de produccion
de plantas que garanticen el abastecimiento oportuno de plantas en cantidad y
calidad requerida, siendo una de las alternativas la produccién in vitro de plantas.
Para ello primero necesitamos desarrollar una metodologia para la obtencion de
callos en D. ferrea ya que la especie no tiene estudios de esta naturaleza,
desconociéndose por lo tanto esta via de reproduccién. Dicho eso nos respondimos
a las siguientes preguntas.

1.1.1. Problema general

e /Cual es el efecto de las combinaciones de auxinas y citoquininas, asi
como la mayor concentracion de las mismas que inducen la formacion
de una mayor cantidad de callos friables in vitro en foliolos de Dipteryx
ferrea (Ducke) Ducke (shihuahuaco)?

1.1.2. Problemas especificos
e ¢ Cual es el efecto de las combinaciones de auxinas y citoquininas, asi

como la mayor concentracion de las mismas en la induccién de la



1.2.

Objetivos

desdiferenciacion o deformacion in vitro de tejido de folios de Dipteryx
ferrea (Ducke) Ducke.

¢ Cual es el efecto de las combinaciones de auxinas y citoquininas, asi
como la mayor concentracion de las mismas que inducen la formacién
de una mayor cantidad de callos friables in vitro en foliolos de Dipteryx

ferrea (Ducke) Ducke (shihuahuaco)?

1.2.1. Objetivo general

e Evaluar el efecto de las combinaciones de auxinas y citoquininas, asi

como la mayor concentraciéon de las mismas que inducen la formacion
de una mayor cantidad de callos friables in vitro en foliolos de Dipteryx

ferrea (Ducke) Ducke (shihuahuaco).

1.2.2. Objetivo especificos

e Evaluar el efecto de las combinaciones de auxinas y citoquininas, asi

como la mayor concentracion de las mismas en la induccién de la
desdiferenciacion o deformacion in vitro de tejido de foliolos de
Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke (shihuahuaco).

Determinar el efecto de las combinaciones de auxinas y citoquininas,
asi como la mayor concentracion de las mismas que inducen la
formacion de una mayor cantidad de callos friables in vitro en foliolos

de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke (shihuahuaco).



2.1.

2.1.1.

CAPITULO I

MARCO TEORICO

Antecedentes

Antecedentes internacionales

Con respectos a antecedentes no se reportan estudios sobre la callogénesis
en Dipteryx ferra (Ducke) Ducke, sin embargo, existen estudios en diferentes
especies del mismo género como es el caso de (Ingre et al., 2021) quienes en su
estudio evaluaron el efecto de diferentes concentraciones de 6-bencilaminopurina
(BAP) y &cido naftaleno acético (ANA) sobre la callogénesis y regeneracion de la
hoja de (Dipteryx alata Vog.) y los segmentos del apice. Donde determinaron que la
concentracion mas eficiente en la formacion de callo en hojas fue 3.0 mg/l BAP + 2.0
mg/l ANA (68.88%), en los 4pices la concentracion mas eficiente fue 1.0 mg/l BAP
sin ANA con 100% callogénesis.

Por otro lado (Silveira et al., 2022), observaron alta proliferacion de brotes de
Dipteryx alata Vogel en ventilacion natural, con 1 mg/l de BAP (promedio de 4.03
brotes), un aumento de 101.50% respecto al control y 43.93% respecto al mejor
sistema de tratamiento convencional.

Rocha et al., (2024) trabajando con Dipteryx odorata observaron que
segmentos de hojas pueden dar formacién de callos a concentraciones de 8 mg/l de
2,4-D, 4 y 8 mg/l de TDZ. En segmentos cotiledonarios, 2 mg/l de Picloram, 2y 8
mg/l de TDZ. Para la especie, los explantes de cotiledonarios responden mejor a la
callogénesis en presencia de los reguladores de crecimiento Picloram (4 y 8 mg/L) y
TDZ (2 mgl/l).

Generalmente, en especies parecidas se suele tener efectos similares tal
como lo mencionan (Chakraborty et al., 2022) y (Jaiswal et al., 2022) quienes indican

gue para especies del género Pterocarpus (Fabaceae), se obtuvo 95 y 62% de



induccibn de callos con segmentos de cotiledones utilizando diferentes
concentraciones de 2,4-D como regulador crecimiento.

Mientras tanto en especies de diferentes géneros también se reportan
estudios similares como lo expuesto por (Bisht et al., 2024) quienes trabajando con
Mahonia jaunsarensis Ahrendt, descubrieron que los explantes de hojas en medio
Murashige y Skoog (MS) suplementado con &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D; 0.2
mg/l) dan como resultado una induccion de 70% de callos compactos verdes.

Mientras tanto (Eras-Guaman et al., 2019) obtuvieron callos en Cinchona
officinalis en dos tipos de explantes en medio de cultivo del MS, vitaminas,
suplementado con 1.0 y 2.0 mg/l de Acido Naftaleno Acético (ANA) + 0.5 mg/l de 6-
benzilaminopurina (BAP). Los resultados indican que es posible obtener callos a
partir de apices y segmentos nodales, en obtener estructuras de nuevo a partir de
callos.

Por su parte, Charaborty et al., (2022) estudiando a Pterocarpus santalinus
demostraron que la masa maxima de callo (1036.44 mg) se obtuvo cuando el medio
Murashige y Skoog (MS) se complementé con 0,1 mg/l de BAP y 8 mg/l de NAA. Sin
embargo, la frecuencia maxima de callos (95.37%) se obtuvo con 0.1 mg/l de BAP y 1
mg/L de 2,4-D.

De forma similar (Mosho et al., 2024) obtuvieron callo de Gloriosa superba
(L.) especificamente, el medio de induccion de callos suplementado con 1.5 mg/L de
NAA, 0.5 mg/l de KN y 10 mg/l de hidrolizado de caseina (CH) logré resultados
notables, con una tasa de induccién de callos del 81.25 % y un peso fresco
sustancial de biomasa de callo de 333 mg.

A parte de los reguladores de crecimiento la luz también juega un papel
importante en la induccion callogénica como lo menciona (Ruiz-Rivas et al., 2022), en
su estudio con explantes de tabaco y tomate descubrieron que en general, el tamafio
del callo y la robustez de las plantulas fue proporcional a intensidad de la luz. De igual

manera (Gandara-Ledezma et al., 2023) afirman que el fotoperiodo en Adult pecan
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impidioé la produccién de callo, mientras que la incubacion en la oscuridad permitié que

mas del 80% de los explantes produjeran callo.

2.1.2. Antecedentes nacionales

A nivel nacional (Hernandez-Villalobos & Chico-Ruiz, 2020) trabajando con P.
peruviana L. lograron inducir la formacion de callos en nueve combinaciones de 2,4-D
(0.25; 0.5y 1.0 mg/l) y BAP (0.1; 0.25 y 1.0 mg/l). El medio basal fue el de Murashige
& Skoog (MS) complementado con sacarosa al 3%, fitogel (0.5%). Ademas, en los
hipocétilos hubo induccion de raices con la combinacién 0.1 mg/l de 2,4-D + 1.0 mg/I
de BAP y en los cotiledones se indujeron raices con la combinaciéon 0.5 mg/l de 2,4-D
+ 1.0 mg/l de BAP.

Mientras tanto en otra investigacion se indujeron callos in vitro de durazno
variedad Huayco rojo a partir de hojas, obteniendo 100% de induccion de callos
empleando a partir de 1 mg/l de 2,4-D mas 50 mg/l de agua de coco. Finalmente, los
resultados de esta investigacion permiten recomendar el uso de 2,4-D y agua de coco
en la induccién del proceso de callogénesis en durazno variedad Huayco rojo
(Hernandez-Amasifuen et al., 2022).

De igual forma (Campos et al., 2020) con el objetivo de establecer un protocolo
de desinfeccién y micropropagacion in vitro S. macrophylla King "caoba" determino
que los resultados mostraron que los segmentos nodales tratados con NaClO al 3%
durante 15 minutos presentaron un mayor porcentaje de sobrevivientes (87%). En la
etapa de crecimiento el mejor medio de cultivo fue el WPM permitiendo longitudes de

brote en promedio de 7.20 mm.

2.1.3. Antecedentes locales

A nivel local solo se reporta una investigacion con especie forestal como las

gue estudiaron (Gonzélez et al.,, 2022) donde establecieron un protocolo de



desinfeccion para semillas Guazuma crinita Mart (Bolaina) donde se establecié que
el hipoclorito de sodio al 2% con exposicion de 20 minutos da un 95% de
sobrevivencia. De igual manera (Gonzalez et al., 2022) obtuvieron resultados de
porcentaje de Callogénesis obtenida por el efecto de los reguladores de crecimiento
sobre los explantes de G. crinita, donde se registraron un 100% de callogénesis con
la combinacion de dos reguladores de crecimiento una Citoquinina que es la Kinetina
(Kin) y una auxina que es el 4cido Indol butirico (AIB) en una proporcién de 12 mg/l
para cada uno de ellos.

Mori-Vasquez et al (2024), en su estudio incluyeron tres estados de desarrollo
foliar de Simarouba amara (joven, intermedio y maduro) y seis combinaciones de
fitohormonas (BAP, TDZ, 2,4-D, BAP+TDZ, BAP+2,4-D y TDZ+2,4-D, todas a 1 mg/l), de
las cuales los principales resultados demostraron que las combinaciones de BAP+2,4-D
y TDZ+2,4-D promovieron una mayor formacion de callos (100% y 100% tejido joven)
(56% y 72% tejido intermedio) y ( 11% y 22% tejido maduro) ademas observaron un
incremento del area del callo y una produccion de materia fresca y seca, especialmente
en segmentos del estado del desarrollo foliar intermedio

Por otro lado, se reporté callogénesis en especies agricolas como las que
utilizé (Villegas-Panduro et al., 2023) donde establecié un protocolo de desinfeccion
para semillas de aji dulce y aji pucunucho con hipoclorito de sodio al 2 % por 30
minutos generd 100 % asepsia. A demas determino que la aplicacion de BAP
aumenta en longitud los tallos, nimero de raices, nimero de hojas, nudos y
formacion de callos en plantulas de aji dulce. En cambio, para las plantulas de aji
pucunucho el aumento del nimero de hojas, nudos y raices se dio en ausencia de

concentraciones de BAP, a excepcién de la generacion de tejido calloso.



2.1.4.Descripcion de la especie de estudio.
2.1.4.1. Taxonomia
Segun Honorio et al (2018), Dipteryx, deriva de las palabras del griego di,
dos y Dypteryx, ala, en referencia a los dos sépalos largos y con forma de pétalo
del céliz. Se distingue por ser una madera pesada de bellos acabados, color
marrén con jaspes claros y un lustre moderado que clasifican a la especie

Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke. Su taxonomia es de la siguiente manera:

Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Sub familia: faboideae
Tribu: Dipteryxeae
Género: Dipteryx
Especie: ferrea

Nombre cientifico: Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
Nombre sinénimo: Dipteryx micrantha (Harms) Ducke y nombre comdn

Shihuahuaco

2.1.4.2. Descripcién botanica

Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke, es un arbol grande de hasta 50 m de
altura y 1.8 m de diametro. Su fuste puede variar desde tortuoso a cilindrico, con
desprendimiento de pequefias placas y lenticelas dispersas de color amarillo-
ferruginoso. La base del tronco tiene aletas grandes, concavas y ramificadas; de
ramificacion irregular y copa grande. Presenta una corteza externa de color
interior amarillento, con puntuaciones anaranjadas, casi formando anillos, con
resina incolora escasa y poco pegajosa, algunas pueden ser de color rojo
(Honorio et al., 2018).

Presenta hojas alternas compuestas en espiral y raquis alado con yema

axilar. Foliolos sub opuestos, oblongos, asimétricos, con margen entero a



ondulado; cuenta con puntuaciones al trasluz, un solo color en ambas caras de
11.6 cm (6.3 — 22.4 cm) de largo y 5.4 cm (3.4 - 8 cm) de ancho; las venas
secundarias que sobresalen, con inter secundarias y terciarias Vvisibles;
generalmente con 8 foliolos, raras veces puede llegar a 9 (Obermiller et al.,
2011).

Las flores estan dispuestas en paniculas terminales con el eje de
inflorescencia pulverulenta aromatica con olor a rosas; las alas del céliz
membranaceo son rosadas y casi glabras, con glandulas convexas transparente;
afuera con pelos escasamente estrellados en el margen, de 6 a 15 mm, pétalos
de color rosado a fucsia. Los frutos son drupas ovoides y oblongas, de pericarpo
carnoso, internamente lefioso. Las semillas son alargadas y sin olor cumarina, de
40 a 50 mm de largo, 15 a 20 mm de ancho y alto, (Ducke, 1934).
2.1.4.3. Fenologia

La floracion ocurre entre los meses de septiembre y abril, durante la
época lluviosa. Los frutos drupas maduran en 3 0 4 meses y la caida de los
frutos tiene lugar entre los meses de mayo y septiembre, pero es mas frecuente
en el mes de julio, durante la época seca (Bendezu, 2019).
2.1.4.4. Distribucién y habitad.

Aldana et al (2016), mencionan que la especie Dipteryx ferrea crece
naturalmente en Peru, Brasil y Bolivia. Ha sido reportado en zonas entre los 150
a 600 m.s.n.m. y con precipitaciones anuales promedio entre los 2 500 a 4 500
mm/afio (Bendezu, 2019).

2.1.45. Caracteristicas de la madera.

El shihuahuaco es una madera muy pesada, con una densidad que va de

0.87 a 0.95 g/cm?’. Posee un olor distintivo y caracteristico, asi como un lustre o

brillo de moderado a elevado; su grano es entrecruzado de textura media,



veteado, bien definido, con arcos superpuestos y bandas angostas, paralelas y
satinadas (Bendezu, 2019).
2.1.4.6. Uso eimportancia.

Su madera es comunmente usada para durmientes, carrocerias,
puentes, pisos, construccion pesada, carpinteria exterior, machihembrados y
parquet. Los restos de madera que no pueden ser utilizados en aserrio, se
destinan a la fabricacién de carbén (Pesce, 2009).

Berg (2010), menciona que otros usos de Dipteryx ferrea son para
paisajismo por la belleza de su floracibn y en la recuperacion de &areas

degradadas.

2.2. Base Tedrica.

2.2.1. Callogénesis.

Hernandez & Diaz (2019), mencionan que la callogénesis es el proceso por el
cual las células vegetales pasan por un proceso de indiferenciacién en constante
division celular, dependiendo principalmente del genotipo del explante, ademas de la
concentracion y combinacion de reguladores de crecimiento adicionados al medio de
cultivo. Por otro lado (Rodriguez et al., 2014), afirman que la callogénesis se expresa
como el porcentaje de explantes que forman callos. A demas (Maldonado, 2022),
indica que la callogénesis es una herramienta del cultivo in vitro que permite la

propagacion rapida y masiva de plantas y la obtencién nuevas variedades.

2.21.1. Callo

En los inicios de la biologia vegetal, el término callo era otorgado al
crecimiento masivo celular y su acumulacién callosa asociada con las heridas.
Hoy en dia esta palabra es utilizada mas ampliamente y las masas celulares

desorganizadas son llamadas callos de forma colectiva. Los callos pueden ser



generados a partir de una unica célula diferenciada, varios tipos de callos son
capaces de regenerar plantas completas (Ikeuchi et al., 2013). De acuerdo a sus
caracteristicas macroscoépicas los callos se pueden clasificar en subgrupos;
algunos tipos de callo no presentan regeneraciéon de un 6rgano y tipicamente
son friable y compactos mientras que otros muestran cierto nivel de
regeneracion llamados callos radiculares, de brote o embrionales dependiendo
del destino (Rueda, 2019).

La multiplicacion de tejido indiferenciado, también conocido como callo,
tiene una gran utilidad practica en diversos campos, como en la investigacion
basica, para el establecimiento de suspensiones celulares, o para la produccién
y transformacion de compuestos de interés (Roca &Mroginski, 1991). Este tejido,
esta influenciado tanto por el tipo de tejido utilizado como explante, asi como por
el tratamiento hormonal aplicado (Rodriguez-Beraud et al., 2014).
2.2.1.2. Caracteristica del callo

Esta masa celular puede presentar diferentes tipos morfolégicos, los
cuales varian segun la apariencia externa, textura y composicion celular, pero
por lo general son heterogéneos en su composicion celular. La coloracion de
este tejido también varia, aun derivando de la misma especie (se pueden
presentar callos que carecen de pigmentacién, mientras otros pueden ser de
diferentes tonos de verde, amarillo, café o rojo). El tipo y grado de pigmentacion
esta influenciado por factores nutricionales y ambientales, y se manifiesta por la
presencia de clorofila, carotenos, antocianinas, etc. (UNAD, 2009).
2.2.1.3. Tipos de callos

La masa de células puede exhibir diversos tipos morfologicos que difieren
en su apariencia externa, textura y composicion celular, y su coloracion puede
variar significativamente incluso si provienen de la misma especie, debido a

factores nutricionales y ambientales que influyen en el tipo y grado de
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pigmentacion, como la presencia de clorofila, carotenos, antocianinas, entre
otros (Cardenas Avila, 2001).

Los callos exhiben una amplia gama de caracteristicas macroscopicas
que les permiten ser clasificados en diferentes subgrupos (Ikeuchi et al., 2013).
Aquellos que no muestran evidencia de regeneracion de 6rganos suelen ser
conocidos como callos “friables” o “compactos” (figura 1), por otro lado, los que
fomentan cierto grado de regeneracion de érganos se pueden clasificar como
callos “embrionarios”, “rooty”, “shooty” segun el tipo de érganos que produzcan

(Sharan et al., 2014).

Figura 1.

Tipos de callos

Callo sin regeneracion Callo con regeneracion parcial de

de organos Organos
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Callo friable Callo con brote Callo embriogénico

()

Callo compacto Callo radicular

Fuente: (Ikeuchi et al., 2013).

2.2.2. Cultivo in vitro

El cultivo in vitro de plantas, significa cultivar plantas dentro de un frasco de
vidrio en un ambiente artificial. Esta forma de cultivar las plantas tiene dos
caracteristicas fundamentales: la asepsia (ausencia de gérmenes, etc.) y el control

de los factores que afectan el crecimiento (Castillo, 2018).
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El cultivo in vitro se basa en el principio de la totipotencia, el cual establece
que las células son autosuficientes y que en principio tienen la capacidad de
regenerar una planta completa. Las células de las plantas que se encuentran ya
diferenciadas estdn determinadas y normalmente no se dividen. La division y
desdiferenciacion de estas células puede inducirse si se colocan porciones de tejido
(explantes) en un medio de cultivo adecuado que contenga los nutrientes y los
aditivos necesarios. Mediante el uso de citoquininas y auxinas se puede obtener
respuesta en de los explantes y manipulando la proporcién de estos dos reguladores
de crecimiento, los explantes pueden desarrollar plantas directamente o bien callos
que posteriormente se diferencian aleatoriamente en tejidos vasculares brotes y/o

raices (Estopa, 2005).

2.2.2.1. Medio de cultivo

El medio de cultivo es una combinacion de sales inorganicas tanto macro
nutrientes como micronutrientes, compuestos organicos como carbohidratos,
vitaminas, aminoacidos y reguladores del crecimiento disueltos en agua. El
medio de cultivo se puede usar liquido, o con consistencia semisélida cuando se
agrega alguna sustancia gelificante, con el propésito de soporte fisico. La
composicion del medio de cultivo a usar depende de la especie vegetal y de la
etapa del proceso de micropropagacion (Alcantara et al., 2017). Una de las
caracteristicas del medio de cultivo es el potencial osmotico (PO), su
determinacion se basa en el cambio de las propiedades fisicas y quimicas
debido a la presencia de solutos que al aumentar su concentracion en la
solucion la presién osmaética toma valores mas negativos, (Martinez-Villegas et
al., 2015).

Silva et al., (2016), mencionan que el medio de cultivo més utilizado es el
MS (Murashige& Skoog), considerado uno de los mas completos
nutricionalmente. Asi mismo, se debe tener en cuenta que el medio WPM
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(Woody Plant Medium) est4 especialmente indicado para la propagacion de

especies lefiosas (Silva et al., 2016).

2.2.2.2. Condiciones del cultivo in vitro

El cultivo in vitro es considerado una tecnologia muy util para la

produccién masiva de plantas, y para la obtencion de productos naturales

derivados del metabolismo vegetal, de forma controlada (Soto-ros, 2023). Estas

condiciones estan especificamente disefiadas para fomentar un crecimiento y

desarrollo 6ptimo de las plantas, tanto la temperatura de incubacion como la

calidad, intensidad, duracion de la luz, pH del medio pueden afectar las

respuestas morfogenéticas de las plantas (Roca &Mroginski, 1991). Las

principales ventajas de este conjunto de herramientas biotecnoldgicas son:

Permite el cultivo de plantas con independencia del suelo, clima, problemas
socio-politicos e incluso, distribucién geografica (Llorente, 2002).
Tiene capacidad de establecer un sistema de produccion definido, en funcién
de las demandas del mercado en un momento dado, y la produccién no esta
sujeta a la variabilidad estacional (Llorente, 2002).
Facilita el cultivo de especies no domesticadas y/o dificiles de propagar o
conservar mediante métodos convencionales (por ejemplo, especies con
semillas recalcitrantes) (Llorente, 2002).
Permite la produccion de metabolitos secundarios, enzimas, entre otros, con
interés aplicado (Llorente, 2002).
La obtencion de enzimas y sistemas de biotransformaciones para ser usados
solos o combinados con sintesis quimica y la produccién de plantas
transgénicas resistentes a patdégenos, herbicidas o a estrés abidtico que
actien como birreactores en la produccién de proteinas, carbohidratos o

lipidos, entre otros (Llorente, 2002).

13



a) Temperatura
La temperatura a la que esta expuesto el explante cultivado in vitro
afecta a la mayoria de procesos fisiolégicos y por consiguiente es un factor
fundamental a controlar, cada especie tiene un intervalo de temperaturas en
el que se produce el crecimiento éptimo. La temperatura de incubacion
oscila entre los + 20 y 28°, (Marin & Romero, 1989; Gautam et al.,2024).
Aunqgue otros autores indican que puede ser de 25° — 30° (Alcantara-Cortés

et al., 2017).

b) Luz
Las plantulas que crecen in vitro también requieren una calidad
optimizada de luz y fotoperiodo que sean idénticos a la irradiacién o
espectro de luz natural (Batista et al., 2018). Las camaras de cultivo
disponen de una serie de unidades productoras de luz situadas de tal forma
gue iluminan toda la superficie util de la camara (Marin & Romero, 1989).
Aunque también reportes respuestas callogénica en completa oscuridad

(Avila-Trevifio et al., 2013).

¢) Humedad
Los cultivos vegetales in vitro necesitan una humedad relativa entre
el 50% y el 80 % frente al ambiente, para que la planta pueda desarrollarse.
Segun el tipo de caracteristicas que requiera la planta la humedad puede

variar entre el 70%y el 80% (Osorio, 2014).

d) pH
Debe oscilar entre 5.6 y 5.8 para evitar estrés durante su cultivo
(ONU, 2014). Por otro lado (Shi et al., 2107), afirma que el pH en el medio
de cultivo se ajusta generalmente a 5.8 a 6.0 para el cultivo de tejidos

vegetales esto se ajusta afiadiendo NaOH y HCI.
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e) Asepsia
El cultivo de las especies vegetales in vitro debe mantenerse
altamente desinfectado y libre de agentes patdégenos, por lo que
regularmente debe realizarse una desinfeccibn minuciosa dentro del
laboratorio (Alcantara-Cortés et al., 2017). Ya que si no las probabilidades
gue exista una severa contaminacion son altas por microorganismos
(bacterias, hongos, algas), vectores y fuentes patogénicas indeseables,

(Kubota &Tadokoro, 1999).

2.2.2.3. Fitorreguladores o fitohormonas de crecimiento

Una hormona vegetal o fitohormona es un compuesto producido
internamente por una planta, que ejerce su funcibn en muy bajas
concentraciones y cuyo principal efecto se produce a nivel celular, cambiando
los patrones de crecimiento de los vegetales y permitiendo su control. Los
reguladores vegetales son compuestos sintetizados quimicamente u obtenidos
de otros organismos y son, en general, mucho mas potentes que los analogos
naturales. Es necesario tener en cuenta aspectos criticos como oportunidad de
aplicacion, dosis, sensibilidad de la variedad, condicion de la planta, etc., ya que
cada planta requerird de unas condiciones especificas de crecimiento que
pueden afectarse por la concentracion de ellos en el medio (Alcantara et al.,
2019).

Sharry et al., (2015), mencionan que las hormonas reguladoras del
crecimiento son de los compuestos mas importantes que se incluyen en un
medio de cultivo. Del propésito del medio de cultivo que se esta preparando

depende el tipo y la dosis de hormona que se utilizara.

2.2.2.3.1. Clasificacion de los reguladores de crecimiento
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Tabla 1.

Clasificacién de los principales reguladores de crecimiento

Fitohormona variedades Efecto a nivel vegetal Efecto a nivel celular
encontradas

Auxina AlIA Formacion y elongacion  Division y elongacion celular.
AlB de tallos. Diferenciacion celular
24D Produccién de Promocion de division celular.
Acido diferentes raices Aumento de contenido
naftalenacétic  adventicias. osmatico celular.
0 (NAA)

Citoquininas  Kinetina Induce la iniciacién y Pueden sustentar e iniciar la
Zeatina elongacién de raices. proliferacion de tejidos

Giberelinas

Acido
abcisico

Acido
salcilico

Brasinoester
oides

Etileno

Benciladenina
4-
hidroxifeniletil
alcohol

GAl
GA2
GA3

No presenta

No presenta

Brasinolida
25 HB
Catasterona
Ponasterona

No presenta

Activa la senescencia
de las hojas.
Estimulan desarrollo
fotomorgenico.

Aumentan el desarrollo
de tejidos de manera
constante.

Elongacion de raices,
hojas jovenes y
floracion.

Regula y mantiene la

dormancia de la semilla.

Estimula la maduracion
de la semilla.

Potencializa el
crecimiento de la
floracion.

Controla el crecimiento
de raices. Regula
la fotomorfogénesis.

Regula maduracion y
senescencia vegetal.

vegetales madres.
Permite producir una alta
proliferacion y division celular.

Estimula elongacion celular en
respuestas de condiciones de
luz y oscuridad.

Promociona el crecimiento
embrionario.

Promociona la produccién de
tejidos Zigotos.

Tiene un facil acceso a la
membrana celular vegetal.

Rol inhibitorio de sintesis te
etileno a nivel celular.

Regulacion del metabolismo.

Potencializa la accion de
auxinas, acido abcisico y
citoquininas.

Fuente (Alcantara et al., 2019).

a) Auxinas

Las auxinas estimulan el agrandamiento y alargamiento celular y

promueven la division celular en cultivos de tejidos. Se adicionan combinadas con
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Citoquininas durante la etapa de multiplicacion o sin ellas, en la etapa de
enraizamiento (Garay-Arroyo et al., 2014; Sharry et al., 2015). Para preparar
soluciones stock de auxinas, se deben disolver en etanol con unas gotas de
solucion 1M de Hidroxido de Sodio (NaOH) o de Hidréxido de Potasio (KOH)
(Pierik, 1990; Sharry et al., 2015).

La cantidad de auxina adicionada dependera de los niveles endbégenos
(presentes naturalmente) del material vegetal y se conoce a través de una serie de
experimentos dosis-respuesta. Para el cultivo de callos se usan de 0.1 a 5.0 mg/l
de AIA mientras que para la diferenciacion de 6rganos se ha sefalado a menudo
que es necesario reducir la concentracion de la auxina.

El AIA o el ANA resultan mejores que el 2,4-D para la induccién de la
organizacion celular. Si se usa 2,4-D en muchas especies de plantas tenderan a la
formacion de callos, por lo que, si se desea inducir la organogénesis, se necesita
cambiar el 2,4-D por otra auxina como el AlA o bien bajar su concentracién (Sharry
etal., 2015).

El 2,4- Diclorofenoxiacético (2,4D), es uno de los fitorreguladores, con
mayor reporte de actividad callogénica; actuando a nivel genético, al des reprimir o
reprimir la expresion de los genes; ligandose a un receptor de naturaleza proteica,
para luego formar un complejo receptor-hormona de caracter reversible,
especifico, con alta afinidad y saturable; encargado de activar un promotor que
controla la expresién de los genes que codifican la sintesis de las enzimas
catalizadoras de los compuestos de la pared, que conlleva a la formacion de callos

(Peterson et al., 2016).

b) Citoquininas
Las citoquininas son un tipo de fitohormonas especificas derivadas de la
Adenina que tuvieron su primera aparicion entre los afios de 1940 y 1950, cuando
Caplin y Steward, (1948) empezaron a estudiar el efecto que podia tener el

extracto de levadura y el jugo de tomate sobre el crecimiento vegetal (Gupta &
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Chakrabarty, 2013). Las citoquininas tienen la capacidad de estimular e inducir una
alta proliferacion y division celular, suelen inducir la iniciacion y elongacion de las
raices al igual que pueden activar la senescencia de las hojas, permitiendo
estimular el desarrollo fotomorfogénico vegetal y jugar un rol importante en el
aumento y generacién de la produccién de brotes a nivel vegetal (Yong et al.,
2009).

Son utilizadas para estimular la divisién celular, especialmente al
combinarlas con auxinas. A altas concentraciones inducen la formacién de brotes
adventicios e inhiben la formacion de raices, promueven la multiplicacion de tallos
y proliferacion de yemas laterales, a través de la disminuciéon de la dominancia
apical, (Sharry et al., 2015).

Las citoquininas mas usadas son: BAP (bencilaminopurina), kinetina y 2-ip
(isopentenil-adenina). Generalmente son diluidas con acido clorhidrico o hidréxido
de sodio, (Pierik, 1990). BAP (bencilaminopurina) es una citoquinina de primera
generacién encargada de provocar el crecimiento de las plantas y las respuestas
de desarrollo, el establecimiento de flores y estimular la generacion de frutos a
través de la estimulacién de la division celular. También es un inhibidor de la
quinasa respiratoria en las plantas, por lo tanto, aumenta la vida después de la
cosecha en vegetales verdes. La Kinetina Pertenece al grupo de las citoquininas,
con una pequefia molécula que puede regular la division celular y el crecimiento en
microalgas a través de la furfuriladenina. Es un producto de purina y su forma
principal es la Zeatina, que tiene dos estructuras, trans y cis (Aguilar et al., 2010).
Para preparar soluciones stock, se deben disolver con unas gotas de una solucion

1M de &cido clorhidrico (HCI), (Sharry et al., 2015).

c) Giberelinas.
Esta fitohormona puede ser producida por diversos microorganismos
(Pseudomonas spp, Bacillusspp, Lactobacillus spp, Penicillumspp,

Trichodermaspp, entre otros) cuando ocurren ciertas interacciones simbibticas
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0 parasitarias (bacterias y hongos) y también, por plantas de manera endoégena
en los tejidos jovenes (Hussain et al 2012; Garay-Arroyo et al., 2014; Sharry et
al., 2015). El acido giberélicos (GA3), por su parte, juega un rol importante en el
alargamiento de los segmentos nodales ya que permite estimular la elongacion
celular en respuesta a las condiciones de luz y oscuridad. Adicionalmente,
tiene una gran relevancia en los procesos de iniciacion de la floracion, por lo
cual es sumamente vital para la fertilidad de las plantas masculinas y

femeninas (George 2008; Grupta 2013).

d) Acido abscisico
El acido abscisico, también conocido como ABA, es una de las
fitohormonas que tiene la capacidad de inhibir y controlar algunos procesos
vegetales que normalmente ocurren de manera natural. Puede ser generado
de manera indirecta por las plantas a partir de la produccién de ciertos
carotenoides. También es sintetizado de manera directa por algunos
organismos de tipo fungicos fitopatdgenos a partir del farnesil pirofosfato

(Colebrook et al., 2014).

e) Acido salicilico
Tiene la capacidad de incrementar la longevidad floral y puede tomar
un papel inhibitorio en la biosintesis de etileno. Como acido orgénico puede
inducir la activacién enzimatica de sustancias como la amilasa y el nitrato
reductasa (Werner et al., 2001). En algunos estudios se ha comprobado su rol
en el control y proteccion de procesos de estrés ya que puede inducir una
mejor tolerancia a la germinacion en ambientes con bajas temperaturas

(Murai2014).
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f) Brasinoesteroides
Se sabe que la aplicacibn exogena de diferentes tipos de
brasinoesteroides puede emplearse en el mejoramiento de la germinacion de
semillas e inducir la promocion del crecimiento de hipocotileos, cotiledones,
laminas de las hojas, elongacién de raiz lateral y diferenciacion del meristemo
apical (todo ello depende de la concentracion del metabolito dentro de la

especie vegetal) (Huang et al., 2017; Schuman et al., 2018).

g) Etileno

Puede ser sintetizada de manera natural por diferentes especies de
plantas y generalmente se produce en cualquier érgano vegetal (Kim et al.,
2015). Como regulador vegetal esta sustancia se ha visto relacionada en
procesos sinérgicos y antagonicos al combinarse con otras fitohormonas, ya
que puede inducir y mejorar la aplicacién de las auxinas, acido abscisico y
citoquininas en procesos de maduracion y desarrollo foliar, mientras que otras
hormonas como el acido giberélico y el JA pueden verse inhibidos por la
aplicacion de dicho regulador de crecimiento (George et al., 2008; Habibiet al.,

2009).

2.2.2.4. Morfogénesis

La morfogénesis (del griego morphé forma y génesis creacion) es uno de
los tres aspectos fundamentales de la biologia del desarrollo, junto con el control
del crecimiento celular y de la diferenciacion celular. La morfogénesis incluye la
forma de tejidos, 6rganos y de los organismos completos y las posiciones de
varios tipos de células especializadas (Pérez, 2017). La morfogénesis es el
proceso que ocurre en las células y tejidos vegetales cultivados in vitro para que
a partir de una célula que se divide, se originan numerosas células que se

organizaran en tejidos y 6rganos que formaran posteriormente una planta entera,
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(Fehér, 2019). Dentro de la morfogénesis tenemos a la organogénesis y

embriogénesis somatica:

2.2.2.4.1. Organogénesis

Torrey (1996), menciona que la organogénesis consiste en la
formacion de nuevo de érganos (raices y/o brotes adventicios) a partir de
explantes cultivados in vitro. En la regeneraciéon in vitro es de gran
importancia el desarrollo de la organogénesis, la cual hace referencia a la
capacidad de las células vegetales que se encuentran en el explante para
reprogramar su desarrollo hacia la formacion de tejidos y 6rganos nuevos que
constituyen una planta (Smith, 2012). En la organogénesis la repuesta de los
explantes depende del balance entre auxinas y citoquininas tanto en el medio
de cultivo como las que existen en forma endogena en el explante (Cardoza,
2007). La organogénesis se divide en dos grupos:

Organogénesis directa: Las plantas in vitro se propagan clonalmente
a partir de explantes sin fases intermedias de callo por organogénesis directa
para mejorar los rangos de multiplicacién, asi como para obtener plantas
transgénicas, si bien es mas frecuente la descripcion de protocolos de
transformacion genética via organogénesis indirecta (Cardoza, 2007; George
& Debergh, 2008).

Organogénesis indirecta: George & Debergh (2008), afirman que la
organogénesis indirecta se da cuando la formacion de brotes ocurre mediante
una fase intermedia de la diferenciacién del tejido calloso. Por otro lado
(Adobkar et al., 2012) coincide al afirmar que la organogénesis indirecta, es el
desarrollo de masas de células desorganizadas y en proceso de

desdiferenciacion y re diferenciacién denominado callo.
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2.2.2.4.2. Embriogénesis Somaética

Torrey (1996), afirma que la embriogénesis somatica, en tanto,
consiste en la formacion de embriones a partir de células somaticas, las que
al germinar dan origen a individuos completos. La embriogénesis somética
(SE) sirve como un modelo bioldgico clave para estudiar la totipotencia celular
y los procesos ontogénicos de la embriogénesis cigotica en plantas. El
proceso de SE, en condiciones in vitro, puede ser inducido a partir de
diferentes fuentes de explante cultivado en un medio de cultivo con
reguladores del crecimiento vegetal (PGR) o sometiendo los tejidos a
tratamientos de estrés abibtico (Spinoso-Castillo & Bello-Bello, 2022). Los
embriones somaticos se pueden formar a partir de células del explante y
previa formacion de callo, estas dos vias diferentes se denominan
embriogénesis somética directa e indirecta (Campos et al., 2017). La
embriogénesis somatica se divide en dos tipos:

Embriogénesis somaéatica indirecta: Berthouly & Etienne (1999),
mencionan que los embriones se forman a partir de callos mediante el uso de
un primer medio de cultivo de induccién de callos embriogénicos y un
segundo medio para la regeneracion de embriones.

Embriogénesis soméatica directa: Se obtiene embriones a partir de
una célula individual o un grupo de células del explante, sin la formacién
previa de un callo o por una escasa formacion de callo en los bordes de los

explantes (Berthouly & Etienne, 1999).

2.3. Definicion de Términos Basicos
e Acido 2,4D-diclorofenoxiacético: Es una potente auxina que se usa en el
cultivo in vitro para la formacion de callos y la induccibn de embriones
sométicos, Su composicion quimica es CgHgCl,O3z, con un anillo bencénico
(Rivero et al., 2008).

22



Agua destilada: Agua purificada por el proceso de destilacion (condensacion
del vapor de agua obtenido por la ebullicion o la evaporaciéon) de agua. Es
utilizada en el CTV en la preparacion de medios de cultivo y de soluciones
stock de reactivos quimicos (Carvalho et al., 2011).

Asepsia: Ausencia de microorganismos (bacterias, virus, hongos) en el medio
de cultivo (Castillo, 2008).

Autoclave: Equipo utilizado para esterilizar vidrios, medios de cultivo e
instrumentos absorcion de agua de una semilla (Carvalho et al., 2011).

Auxina: Fitohormona que estimulan el agrandamiento y alargamiento celular y
promueven la division celular en cultivos de tejidos (Garay-Arroyo et al., 2014;
Sharry et al., 2015).

BAP: Es una Fitohormona que promueve la division celular y la formacién de
brotes, también conocido como bencilaminopurina, es una citoquinina cuya
composicion quimica deriva de la Adenina del grupo bencilo (-CH,C¢Hs) (Pierik,
1990; Cotelo, 2016).

Callogénesis: Es el proceso por el cual las células vegetales pasan por un
proceso de indiferenciacion en constante division celular, dependiendo
principalmente del genotipo del explante, ademas de la concentracion y
combinacioén de fitohormonas (Hernandez & Diaz 2019).

Citoquinina: Son un tipo de fitohormonas especificas derivadas de la Adenina,
tienen la capacidad de estimular e inducir una alta proliferacién y divisién

celular (Yong et al., 2009).
Contaminacién: Introduccién involuntaria de microorganismos infecciosos,

como bacterias, hongos, levaduras, virus, priones o protozoos, en el cultivo de

tejidos vegetales (Herndndez & Gonzales).
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Explante: Son segmentos que pueden ser yemas, trozos de hojas, porciones
de raices, semillas, etc. Que posteriormente se inocular en el medio de
(Castillo, 2006).

Desdiferenciacién o deformacion: Pérdida de caracteristicas previamente
desarrolladas, es decir cambio morfoldégico de un cuerpo como un explante
(Wilson, 1994).

Grado de encallamiento: Es la relacién al volumen del callo, es decir la masa
de callo que ocupa cierto volumen en el explante, a este se le puede dar
valores numéricos (Avila-Trevifio et al., 2013).

In vitro: Es un término aplicado para designar el desarrollo de células, tejido u
6rganos vegetales en frascos de vidrio conteniendo medio de cultivo (Carvalho
et al., 2011).

Inoculacién: Introducir parte de la planta (explante) o célula en medio nutritivo,
para el establecimiento del cultivo in vitro (Carvalho et al., 2011).

Kinetina: Es una citoquinina derivado de la Adenina, que induce la iniciacién y
elongacién de raices, especialmente en los tejidos meristematico (como los
apices de los brotes) y en los procesos de micropropagacion de plantas con la
férmula molecular (C1oH9N50) (Alcantara et al., 2019).

Fitohormonas o regulador de crecimiento: Son sustancias naturales o
sintéticas las cuales ayudan a regulan la respuesta a estimulos ambientales
como luz, temperatura y humedad, ayudando asi a coordinar procesos
esenciales para el desarrollo normal de las plantas (Alcantara et al., 2019).
Foliolo: Segmento individual de una hoja compuesta (Carretero, 2004).

Masa fresca: Peso total del explante o callo recién cosechado, antes de que
haya experimentado pérdida de agua por secado o deshidratacién (Avila-

Trevifio et al., 2013).
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Masa seca: Peso total del explante o callo cosechado, después que haya
experimentado pérdida de agua por secado o deshidratacion en horno (Avila-
Trevifio et al., 2013).

Necrosis: Es una condicion y trastorno fisiologico que puede surgir en
plantulas o brotes in vitro y que resulta en la muerte celular, esta condicion
puede propagarse por todo el explante, generalmente aparece posterior a la
oxidacioén (Teixeira-da Silva et al., 2020).

Oxidacion: Es el proceso a través del cual un atomo, o grupo de atomos,
pierde uno o mas electrones (se oxida) y los cede a otro (el cual se considera
reducido) lo que lleva al oscurecimiento del tejido (Karp, 1998).

pH: Simbolo de cantidad fisicoquimica potencial hidrogenado. Esta cantidad
indica la acidez, neutralidad o alcalinidad de una solucién acuosa (Carvalho et
al., 2011).

Supervivencia: Capacidad de un explante (una porcién de tejido vegetal,
como una hoja, un tallo o una raiz) para mantenerse vivo, proliferar y
desarrollarse adecuadamente en un ambiente controlado de cultivo in vitro
(Borges-Garcia, 2009).

Woody Plant Medium (WPM): Es un medio de cultivo que se utiliza para
propagar muchas especies de plantas lefilosas. Se trata de una mezcla de
nutrientes que contiene vitaminas, aminoacidos y sales inorganicas (Silva et al.,

2016).
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CAPITULO Il
METODOLOGIA
3.1. Método de investigacion.

La metodologia que se aplico fue experimental cuantitativo, que consistié en
evaluar el efecto de 8 tratamientos en distintas concentraciones y combinaciones en
medio de cultivo in vitro para la induccion de la formacion de callos friables a partir de
foliolos de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke (shihuahuaco)

3.2. Poblaciéon y muestra.
3.2.1. Poblacién
La poblacién fue conformada por hojas juveniles provenientes de
brotes de un plantén de shihuahuaco del vivero forestal de la Universidad
Nacional de Ucayali. Se percato que el plantdn contara con un estado

fitosanitario bueno.

3.2.1. Muestra.
La muestra fue conformada por 3 explantes foliares de 1 cm?
aproximadamente por cada frasco, es decir, y meristemas vegetales de la
universidad nacional de Ucayali, que se encuentra a la altura del km 6.00

de la carretera Federico Basadre en la ciudad de Pucallpa- Pera.

3.3. Procedimiento de recoleccion de datos.
3.3.1. Preparacion del medio de cultivo
El medio de cultivo estuvo conformado por Woody Plant Medium
(WPM) a mitad de concentracién, suplementado por sacarosa al 3% (30g/l),
0.2 g/l de &cido ascorbico para disminuir un posible necrosamiento u
oxidacion, 100 mg/l de Piridoxina como suplemento vitaminico, como medio
gelificante se utilizd6 Agar 6.5 g/l; para todos los tratamientos el pH fue

ajustado a 5.8 esto con ayuda de HCI (acido clorhidrico para bajar el pH) y el
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NaOH (hidréxido de sodio para subir el pH), cada frasco conto con 35 ml de
medio de cultivo que posteriormente se esterilizaron en un autoclave a 15
libras de presion y 131°C por 20 minutos, al culminar los frascos y se
dejaron enfriar por 24 horas.
3.3.2. Recoleccion de material vegetal
La recoleccion del material vegetal se realizé a las 5 am en las
instalaciones del vivero forestal de la universidad nacional de Ucayali. Las
hojas fueron brotes juveniles de un plantén seleccionado previamente a las
cuales se le someti6 gradualmente a fumigacion con fungicida (RIMODIL
2g/l) cada 3 dias durante 2 semanas, ademas de ello se percatdé que el
plantén tuviera un buen estado fitosanitario
La tijera de podar fue sometida a flameadas con alcohol 96°, una
vez que se enfriara se procedié a cortar cuidadosamente la base de las
hojas para inmediatamente colocarlas en una caja térmica de Tecnhopor
sobre una cama de hilo chancado y periddico, para posteriormente ser
trasladada al laboratorio de tejidos y meristemas vegetales.
3.3.3. Protocolo de desinfeccion
Para asegurar la mayor asepsia posible y la menor contaminacion
por hongos y bacterias se realizaron cuidadosamente dos lavados a las
hojas.
Fuera de la camara de flujo laminar
Las hojas recolectadas se colocaron cuidadosamente en un
recipiente con agua destilada que contenia 8 gramos/L de acido ascorbico,
10 ml de jabdn liquido AVAL (25 gotas), y Tween 20; dejandolo reposar
durante 30 minutos. Después se le dio otro enjuague en agua destilada con
NaClO al 0.25% (unas gotas) y Tween 20 por 10 minutos.

Dentro de la cAmara de flujo laminar
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3.3.4.

3.3.5.

3.3.6.

Para este paso se replicO el protocolo de desinfeccion de
(Hernandez-Villalobos & Chico-Ruiz, 2020; Gonzalez-Alvarado et al. 2022),
a excepciéon de concentracion hipoclorito de sodio NaCLO a la cual defini
0.25% para evitar dafio al explante; previo a ello se almacenaron en unos
frascos con tapa para posteriormente introducir los folios dentro por 10
minutos; luego se elimind el NaCLO y se introducen los foliolos en alcohol
de 70° por 1 minuto, por ultimo se enjuagaron los foliolos con agua destilada
esterilizada 4 veces.

Inoculacién
Se inocularon 3 explantes foliares de 1 cm? por frasco; cada uno de
las unidades experimentales segun el procedimiento descrito por
(Hernandez-Villalobos & Chico-Ruiz, 2020; Gonzalez-Alvarado et al.,
2022). Una vez concluido el proceso de siembra de explantes en los
frascos, estos se dejaron en oscuridad permanente por 9 semanas
replicando el procedimiento de (Avila-Trevifio et al., 2013), a una
temperatura de 25 °C + 2 °C, 75% de humedad.
Andlisis de pH y conductividad eléctrica
Se separd un frasco para analisis de cada tratamiento las cuales se le
midié el pH en un Peachimetro de mesa de marca ADWA y la conductividad
eléctrica se midi6é en ps/cm en un conductimetro. Al finalizar la investigacion
de igual forma se procedié a medir pH y conductividad eléctrica de los medios
de cultivos con explantes de cada tratamiento, con el fin de observa el
consumo de nutrientes por parte de los explantes.
Disefio experimental y tratamientos aplicados
El disefio que se utilizd en la investigacion fue un Disefio
Completamente al Azar (DCA) que const6 de 8 tratamientos con 11
repeticiones cada uno, cada frasco contd con tres explantes foliares

inoculados, teniendo un total de 88 frascos, como se muestra en la (tabla 2).
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Tabla 2.

Tratamientos definidos con diferentes combinaciones y concentraciones de fitohormonas

Tratamiento Descripcion Explante/Frasco  Frasco Total
1 25mg/12,4D 3 11 33
2 3mg/l2,4D 3 11 33
3 2.5 mg/l 2,4 D + 1.5 mg/l BAP 3 11 33
4 3 mg/l 2,4 D + 3 mg/l BAP 3 11 33
5 3 mg/l 2,4 D + 3.5 mg/l BAP 3 11 33
6 3 mg/l 2,4 D + 4 mg/l BAP 3 11 33
7 3 mg/l 2,4 D + 2.5 mg/l Kinetina 3 11 33
8 3 mg/l 2,4 D + 3mg/l Kinetina 3 11 33

3.4.

Técnicas e instrumentos para recolecciéon de datos.

3.4.1. Técnicas

En la presente investigacion la técnica utilizada fue la observacién

directa, en las cuales se evaluaron efecto que produjeron las fitohormonas

en distintas combinaciones y concentraciones de cada una de las variables

en estudio sobre el material experimental que en este caso fueron

explantes provenientes de foliolos de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke

(Shihuahuaco).

3.4.2. Instrumentos

Para la recoleccion de datos se utilizaron

los formatos de

elaboracion propia tanto para la fase de desdiferenciacién (deformacion)

del explante (anexo 2) y la fase callogénesis (anexo 3); ademas de ello se

utilizé camara fotografica y una regla milimétrica para evaluar la altura y

area aproximada de los callos. Balanza analitica para medir la masa fresca

y seca.
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3.5.

Procesamiento para recoleccién de datos.

La investigacion se desarroll6 en el laboratorio de cultivos de tejidos vy
Meristemas de la Universidad Nacional Ucayali, km 6.200 de la Carretera Federico
Basadre.

La recoleccién de datos se dio gracias a la elaboracion de dos formatos de
evaluacion; el primer formato (anexo 2) se consider6 para la fase de
desdiferenciacion (deformacién) del explante en la que se evalu6 los cambios que
sufri6 el explante anterior a la aparicion de callos. Para la segunda fase de
callogénesis se utiliz6 el segundo formato (anexo 3) en la que se evalud las
siguientes variables posteriores a la aparicion de los callos. Cada variable evaluada
en las dos fases se analizé a base de porcentajes para ello se le asigno un valor a
cada variable para facilitar la recoleccion de datos se muestra en la (tabla 3). La
evaluacion se realizo 1 vez a la semana durante 9 semanas.

La evaluacion fue mediante observacion directa durante las 9 semanas de
instalado el experimento para recopilar informacion sobre la fecha de aparicién de las

diferentes variables analizar. Las variables evaluadas se presentan en la (tabla 3).
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Tabla 3.

Fases a evaluar con sus respectivas variables en la presente investigacion

FASE VARIABLE UNIDAD DE EVALUACION
Desdiferenciacion o Asepsia %
deformacion del Contaminacion %
explante Color Verde:; marrén claro, marrén
oscuro (%)
Oxidacion (1)<30% ; (2) >30%<60%,
(3)>60%
Necrosis (2)<30% ; (2) >30%<60%,

Callogénesis

Desdiferenciacion
Supervivencia
Mortandad

Forma

Callogénesis
Grado de encallamiento

color

Tamano
Area
Oxidacién

Necrosis

Masa fresca
Masa seca

(3)>60%

%

%

%

Plano, doblado, doblado y
arrugado (%)

%

(1)<30% ; (2) >30%<60%,
(3)>60%

Blanco, amarillo, café, otro
(%)

mm

cm2

(1)<30% ; (2) >30%<60%,
(3)>60%

(1)<30% ; (2) >30%<60%,
(3)>60%

mg

mg

Fase 1: Desdiferenciacion o deformacion del explante

En esta fase se analizaron las variables que generaban cambio a nivel visual

en el explante, estos cambios son antes de la aparicion del callo, cabe recalcar que

no en todos los tratamientos existieron callo por lo que la evaluacion de esta fase se

mantuvo hasta la evaluacion final.

e Contaminacion: A cada explante contaminado se le asigno un valor (1; 2; 3)

gue equivale al 33.3% de su éarea total que sumado los tres explantes

inoculados es el 100%, si la contaminacion se da fuera del explante le

daremos el valor de 1 (33.3%), (L6pez-Gbmez et al., 2010).



Asepsia: Fue la relacion entre el nUmero de explante sin contaminacién, a
cada explante limpio se le asignard un numero (1; 2; 3) que equivale al 33.3%
de su é&rea total que sumado a los tres explantes inoculados es el 100%
(L6pez-Gomez et al., 2010).

Color: Se le dio un valor numérico de acuerdo al color que vayan mostrando.
1 (verde); 2 (MC); 3 (MO), luego al final se le analizo en base a porcentajes
(Lépez-Gomez et al., 2010).

Oxidacion: Se considero los 3 explantes como una sola area a la que se le
dio un valor numérico segun el area aproximado oxidado (1)<30% ; (2)
>30%<60%, (3)>60% (Avila-Trevifio et al., 2013).

Necrosis: Se considero los 3 explantes como una sola area a la que se le dio
un valor numérico segun el area aproximado con necrosis (1)<30% ; (2)
>30%<60%, (3)>60% (Avila-Trevifio et al., 2013).

Desdiferenciacion o deformacién: Se le asigno de acuerdo a la cantidad de
explantes que sufrieron algin cambio en forma.

Supervivencia: se conté el nimero de explantes vivos (de color verde u otra
caracteristica que demuestre vida celular. A la cual se le dara valores de (1;
2; 3).

Mortandad: se contdé en nimero de explantes muertos ya sea por necrosis u
contaminacioén. A la cual se le dara valores numéricos de (1;2;3).

Forma: Se le dio un valor numérico segun la su forma 1 (plano); 2 (doblado);
3 (doblado e hinchado) (Lépez-Gomez et al., 2010). En esta variable ya se
veria la desdiferenciacion o deformacion del explante, por lo que se considero
de los explantes que sobrevivieron, es decir el porcentaje se evaludé en

funcién a los explantes que sobrevivieron a la mortandad.
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Fase 2: Callogénesis

Cabe recalcar que al igual que en andlisis de la forma y desdiferenciacion o

deformacién del explante, se consideraron los explantes que sobrevivieron. En esta

fase se analiz6 el cambio que sufrieron los callos desde su aparicion hasta la Ultima

evaluacién y para ello se considerd las siguientes variables:

Callogénesis: fue el porcentaje en funcion a la cantidad de explantes vivos
con callos.

Grado de encallamiento: Fue el volumen del callo expresado en los 3
explantes como el 100% del volumen a analizar; con la referencia visual le
daremos un valor de acuerdo al volumen de callosidad: 1 (30%60%). (Avila-
Trevifo et al., 2013).

Color: Se le dio un valor segun el color del callo: blanco (1), amarillo (2), café
(3), otro (4) (Avila-Trevifio et al., 2013).

Tamafio: Con una regla se midi6 la altura los callos promedio en mm.

Area: Se medio todos los callos con y se consideré un promedio aproximado
en mm?,

Oxidacidon: Se considero los callos formados como una sola area a la que se
le dio un valor numérico segun el area aproximado con necrosis (1) <30% ;
(2) >30%<60%, (3)>60% (Avila-Trevifio et al., 2013).

Necrosis: Se considero los callos formados como una sola area a la que se
le dio un valor numérico segun el area aproximado con necrosis (1)<30% ; (2)
>30%<60%, (3)>60% (Avila-Trevifio et al., 2013).

Masa fresca: Una vez levantado el experimento se pesaron los callos en una
balanza analitica en mg.

Masa seca: Se secaron los callos en una estufa a 70° por 72 horas y se pes6

en una balanza analitica en mg.
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3.6.

Tratamiento de datos.

El analisis de los resultados fue posible gracias a la recopilacion sistematica
de datos que fue cuantificada, seguida de un analisis riguroso mediante técnicas
estadisticas aplicada (Vizcaino et al., 2023).

Los datos obtenidos durante la evaluacion en cada una de las fases del
experimento se ordenaron en un Excel donde se acomodaron por cada semana con
la finalidad de generar tablas y figuras que permitan lograr los objetivos trazados. En
programa InfoStat version 2020e se corroboro si los datos recolectados en las
evaluaciones de las distintas variables cumplieran con los supuestos (normalidad y
homocedasticidad), para proceder con el analisis de varianza ANOVA y medias un
LSD Fisher al 5%; para los casos que no cumplian con al menos uno de los
supuestos se realiz6 un andlisis no parametrito con el método Kruskal-Wallis con sus
respectivos analisis de medias al 5%.Todas estas pruebas fueron aplicadas a cada
una de las variables de cada fase por separado para su analisis e interpretacion

detallado.
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4.1.

CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
ASEPSIA Y CONTAMINACION DE EXPLANTES

Durante el periodo de evaluacion se obtuvo un total de 51.01 % de asepsia
total (figura 4), indicando que la mitad de los explantes encubados quedaron libres de
microorganismos contaminantes, eso indica que aun falta ajustar el protocolo de
esterilizacion en la especie Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke hasta llegar al 100 % de
asepsia, cabe destacar que no se encontrd estudios de la especie relacionados a la
desinfeccion de hojas para cultivo in vitro. A pesar de tener solo la mitad de
explantes asépticos se pudo trabajar la fase de callogénica porque se dispuso de un
namero aceptable de explantes estériles que se pudo evaluar.

Se considera que ajustando la concentracion del NaClO a un porcentaje
mayor al que se utilizd (0.25%) o aumentando el tiempo de enjuague de los
explantes foliares (10 minutos) se tendria mayor asepsia; asi como lo hicieron
(Hernandez-Villalobos & Chico-Ruiz, 2020) que utilizaron NaCIO al 2.5% por 20
minutos en hipocotilos y cotiledones de P. peruviana; (Gonzalez-Alvarado et al. 2022)
al 2% por 20 minutos en semillas de G. crinita Mart; (Guidi-Nissim et al., 2024) 3%
durante 20 minutos explantes apicales y laterales de S. miyabeana; (Molina et al.,
2022) 1% durante 25 minutos en explantes foliares de P. mollissimay P. edulis. Las
cuales obtuvieron grados de contaminacion casi nula. Sin embargo, mayores
concentraciones de hipoclorito de sodio (NaClO), puede implicar un dafio mayor al
tejido foliar, por lo que es necesario hacer para cada especie, pruebas, modificando
tiempos y concentraciones de los desinfectantes.

A demas otros factores a parte del protocolo de desinfeccidén (fungicida,
concentracion de NaClO, tiempo de inmersién, mal autoclavado, tipo de explante),
pueden alterar el porcentaje de contaminacion como lo menciona (Ayala, 2020) quien

recomienda utilizar con hojas jévenes ya que estas estan menos tiempo expuestas a
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la infestacion por microorganismos. A parte de ello, a veces una mala manipulacion
al momento de inocular, procedencia del plantén, la especie en particular pueden
sumarse a ser mas factores que alteren la cantidad de asepsia requerida.

Se pudo observar que la contaminacién fungica se dio a partir de la primera
semana en algunos recipientes de todos los tratamientos llegando a su maximo entre
las semanas 2 y 8 de acuerdo al tratamiento (figura 2). Como es logico, se observé
una relacién en la que la asepsia de los explantes decrecia conforme crecia la

contaminacion (figura 3).

Figura 2.

Evaluacién del porcentaje de asepsia por semana en explantes foliares de Dipteryx
ferrea (Ducke) Ducke
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Figura 3.

Evaluacion del porcentaje de contaminacion por semana en explantes foliares de
Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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Figura 4.

Comparacion de los resultados totales del porcentaje de asepsia y contaminacion en
explantes foliares de Dipteryx férrea (Ducke) Ducke
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Utilizando el programa InfoStat se realizé un ANVA (tabla 4 y 5), cuyos datos

indican que no existe diferencia significativa entre los porcentajes de asepsia y

contaminacion de los explantes foliares, esto indica que el comportamiento a la

desinfeccion en todos los tratamientos fue estadisticamente similar ya que se utilizé

una sola concentracion de hipoclorito de sodio (NaCIlO) (un solo protocolo).

Tabla 4.

Andlisis de varianza de los resultados del porcentaje de asepsia en explantes foliares de

Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 3587.83 7 512.55 0.19 0.9857
Tratamiento 3587.83 7 512.55 0.19 0.9857
Error 189731.27 72 2635.16
Total 193319.1 79

Tabla 5.

Andlisis de varianza de los resultados del porcentaje de contaminacion en explantes foliares

de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 3601.62 7 514.52 0.2 0.9856
Tratamiento 3601.62 7 514.52 0.2 0.9856
Error 189733.05 72 2635.18
Total 193334.67 79

4.2.  OXIDACION DEL EXPLANTE

La oxidacién del explante se pudo apreciar de forma leve desde la semana 2;

en la semana 6 casi todos los tratamientos se estabilizaron. Aunque auln se report6

un leve aumento de la oxidacion hasta la ultima semana. El cambio del porcentaje en

el grado de oxidacién en el tiempo se presenta en la (figura 5). La oxidacion maxima

que se reportd en el T6 con valor de 40% del area de los explantes (figura 6).
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Figura 5.

Evaluacién del porcentaje de oxidacion por semana en explantes foliares de Dipteryx
ferrea (Ducke) Ducke
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Se pudo observar que la oxidaciéon nacié de los pequefos dafios que se le
causa al explante durante el corte en la inoculacion, esto lo confirma (Bray et al.
2000), cuando afirma quela oxidacion es causada por la liberacibn de compuestos
fendlicos in vitro, por lesion tisular o por la senescencia de especies nativas
tropicales que contienen altos niveles de estos compuestos.

Por otro lado la adicion de 0.2 g/l de &cido ascoérbico en el medio de cultivo
control6 la oxidacion total, llegando a tener un resultado del porcentaje de oxidacion
total entre todos los tratamientos de 27.59 %, siendo este porcentaje aceptable ya
gue permiti6 que el explante continuara con el proceso de callogénesis; este
porcentaje se aproxima con los resultados de (Gutiérrez, 2021) ya que menciona
gue nivel de oxidacién aceptable es del 25 %, aunque en ese caso el autor utilizé 0.5
g/l de &cido citrico y 0.25 mg/l de acido ascorbico en Vaccinium corymbosum, por lo
que se entiende que es necesaria la adicion y en mayor concentracion otros
compuestos antioxidantes.
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Por otra parte (Santos et al., 2022) recomienda que el uso de explantes
provenientes de invernadero reducen la tasa de oxidacién in vitro en Lippia gracilis. A
su vez (Mihai Et al., 2023), indica que esto se da sobre todo porque las especies
lefiosas, ya que estas presentan desafios a la baja respuesta de los tejidos in vitro
manipulacién y alta tasa de fenolizacién.

Rezende (2019), encontr6 que entre todos sus tratamientos el que estaba
conformado por 2.0 mg/l NAA con 7.5 mg/l o con 10.0 mg/l BAP presentaba la mayor
tasa de oxidacion de sus explantes asociando este hecho al efecto de fitohormonas;
coincidiendo sus datos con esta investigacion donde la mayor oxidacion también fue
en (T6= 3mg/l 2,4D + 4 mg/l BAP) por otro lado también podriamos asociar la
oxidacion a los mencionado por (Payghamzadeh & Kazemitabar, 2011), quienes
indican que la presencia de auxinas (2,4-D) en el medio de cultivo promueve mayor
oxidacion.

En la (figura 6) se puede apreciar los grados de oxidacion que alcanzaron al

final los explantes en cada tratamiento.

Figura 6.

Porcentaje del grado de oxidacion total en explantes foliares de Dipteryx ferrea
(Ducke) Ducke
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4.3.

Dado que los datos no cumplian con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad de varianzas, se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
en el programa InfoStat; de las cuales se observé un p valor de 0.48 indicando asi
gue no existe diferencias significativas entre los grupos de oxidaciéon del explante (p
< 0.05).

Es importe determinar el grado de oxidacién de los explantes ya que esto nos
permitira ajustar la concentracién y tipo de agentes antioxidantes en futuros
experimentos, asi garantizar mayor sobrevivencia y sanidad del explante para no ver

interrumpido los objetivos trazados.

NECROSIS DEL EXPLANTE

Los resultados de necrosis fueron superiores al de la oxidacion. A partir de la
semana 3 la necrosis promedio para todos los tratamientos fue de 41.8 % del area
del explante, se observé que la necrosis empezaba su aparicién por los bordes de
los explantes y en algunos puntos intermedios. Hasta la semana 6 basicamente la
necrosis dejo de crecer y se estabilizé un poco alcanzando un 55%. Al final de las
evaluaciones la necrosis alcanzo un promedio maximo entre todos los tratamientos
de 58% siendo mas del doble que la oxidacién. El cambio del porcentaje de necrosis
en el tiempo se presenta en la (figura 7).

El menor porcentaje de necrosis fue registrado en los tratamientos 2 y 7 con
46% y 48% y el mayor en el T5 con 75.6 %. El grado de necrosamiento final que
alcanzo cada tratamiento del experimento se presenta en la (figura 8). La necrosis en
algunos explantes individuales alcanzo el 100% de su &rea que llevo a la mortandad

de algunos explantes.
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Figura 7.

Evaluacién del porcentaje del grado de necrosis por semana en explantes foliares de
Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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(Santos et al., 2022), mencionan que la necrosis también tiene que ver con el
tipo de medio de cultivo que se relacionan con la intensa actividad celular
proporcionada por el tipo de meristemo y el grado de estrés oxidativo causado por la
sal; el autor en su investigacion con Lippia gracilis determino que el medio %2 MS fue
el mas eficiente para reducir los niveles de necrosis, aunque en esta investigacion se
utilizé WPM al 50 % de concentracion, la necrosis fue un poco mas de la mitad
(58%), este porcentaje aunque relativamente alta no que comprometio el objetivo del
trabajo, aunque seria mucho mejor seguir realizando pruebas en la especie para
disminuir la necrosis de los explantes. Por otro lado (Al-Aizari et al., 2024), en su
investigacion descubrié que la tasa mas alta de necrosis (78.33%) se registré con
Bither abiadh en medio Murashige y Skoog (MS). Demostrando asi lo dicho
anteriormente, que el medio de cultivo es uno de los factores que influyen en la
necrosis del explante. Ademas de ello cada especie reacciona de manera diferente a

los medios de cultivo.
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Para tratar de disminuir la oxidacion y posterior necrosis del explante en
Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke el acido ascorbico afadido al medio de cultivo WPM
ayudo mucho a evitar este inconveniente; lo mismo afirma (Rahma et al., 2023) quien
prepar6 su medio de cultivo suplementado con acido ascoérbico y resulté en los
niveles de necrosis mas baja durante la iniciacibn del meristemo de los tres
cultivares.

Figura 8.

Porcentaje del grado de necrosis total en explantes foliares de Dipteryx ferrea
(Ducke) Ducke
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Dado que los datos no cumplian con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad de varianzas, se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
en el programa InfoStat; de las cuales se observé un p valor de 0.41 indicando asi
que no existe diferencias significativas entre los grupos de necrosis del explante (p <
0.05).

Es importante conocer el grado de necrosis de los explantes ya que de igual
manera que la oxidacién nos permite conocer la condicién optima que debe tener

medio de cultivo para evitar la muerte celular en los explantes.
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4.4,

COLOR DE EXPLANTE

El color va de la mano con la oxidacion y necrosis ya que un explante verde
significa que no tiene oxidacién ni necrosis y uno de color marrén significa que la
necrosis avanzo demasiado hasta el punto de matar al explante esto lo confirma
(Canale, 2023) quien indica que el oscurecimiento del explante engloba de manera
general la oxidacion por radicales libres de diferentes componentes celulares,
especies quimicas muy reactivas, todo lo cual genera dafio e incluso la muerte
celular. En la presente investigacién el mayor porcentaje de explante mantuvo su
color verde (53%), de color marrén claro (18%) y marron oscuro (29%) (Figura 9),
estos colores nos ayudan a identificar la oxidacion (oscurecimiento del explante
puede ser un marrén claro) y necrosis (pérdida total del color original del explante
tornandose marrén oscuro) ademas de ello la textura del explante.

Azofeifa-Delgado (2009) agrega que en la etapa de establecimiento in vitro,
luego de ser cortados, muchos de los explantes empiezan a perder el color verde e
inician un oscurecimiento, concordando con esta investigacion ya que se observo lo
mismo.

Figura 9.

Porcentaje del color total de los explantes foliares de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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4.5.

SUPERVIVENCIA'Y MORTANDAD DEL EXPLANTE

La supervivencia y la mortandad van de la mano con la asepsia,
contaminacién, oxidacion y necrosis ya que estos factores determinan si el explante
logra sobrevivir por lo menos hasta llegar a la fase de callogénesis. La sobrevivencia
de los explantes se mantuvo con 100% hasta la semana 2 (figura 10), la mortandad
empez0 a observarse en la semana 3. El cambio en el tiempo fue diferente en cada
tratamiento como se puede apreciar en la (figura 10).

Figura 10.

Evaluacién del porcentaje de supervivencia por semana de explantes foliares de
Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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Figura 11.

Comparacion de los resultados finales del porcentaje de supervivencia y mortandad
en los explantes provenientes de foliolos de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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Hasta la ultima evaluacién el porcentaje de supervivencia total fue de 43.46 %
y la mortandad de 56.54%. Los tratamientos que mostraron mayor porcentaje de
supervivencia fue el T7 (64%), por otro lado, los tratamientos con mayores porcentaje
de mortandad fueron el T6 (70%), T5 (67%) y T4 (64%).

La mayor causa de mortandad fue la contaminacion fangica, por otro lado
(Eliwa 2024), en su estudio demostré que al remojar los explantes en hipoclorito de
sodio (NaClO) al 20% durante 15 minutos produjo la mayor supervivencia (96.61%),
con la menor mortalidad (3.14%) y contaminacion (0.24%). En este sentido el
protocolo de desinfeccién aparente fue un factor que no permitié alcanzar un mayor
porcentaje de asepsia que permitirdA mas sobrevivencia de explantes, aunque
también otros factores pueden sumarse al aumento de contaminacion como una
mala manipulacién del auto clavado y desinfeccion mala desinfeccion del ambiente

de la camara de flujo laminar.
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4.6.

Robinson et al. (2023), Asegura que la mortandad de explantes foliares
disminuye a medida que la duracion de la incubacién es en oscuridad, esto coincide
con lo estudiado ya que toda la incubacion de los explantes foliares de Dipteryx
ferrea (Ducke) Ducke se dio en oscuridad y no hubo mas mortandad mas que por
parte de la contaminacion, incluso algunos explantes que tenian regiones
necrosadas aun tenia partes verdes, es decir explantes seguia vivo que perduro por
las 9 semanas de duracion del experimento. Mencionando esto es necesario realizar
a mas pruebas de asepsia en la especie para evitar altos porcentajes de mortandad
por hongos.

Dado que los datos no cumplian con los supuestos de normalidad vy
homogeneidad de varianzas, se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis en
el programa InfoStat; de las cuales se observd un p valor 0.82 indicando asi que no
existe diferencias significativas entre los grupos de supervivencia del explante (p <
0.05).

DESDIFERENCIACION O DEFORMACION DEL EXPLANTE

Tomando en cuenta el 43.46% de explantes sobrevivientes se analizaron las
demas variables partiendo desde la deformacion o desdiferenciacién del explante.

Durante la inoculacién, estos mismos tuvieron una forma plana, sin embargo
en el proceso, los explantes sufrieron cambios en su forma, empezandose a doblar
como también cambiar su textura, generalmente eso lo hace antes de la aparicion de
los callos como una respuesta a las fitohormonas o incluso al mismo medio de
cultivo, aunque se observo en el presente estudio poco porcentaje en el cambio de la

forma del explante.
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4.6.1. Formas del explante

Figura 12.

Efecto de fitohormonas y su concentracién en la forma de la desdiferenciacién o
deformacién en explantes foliares de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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En las 9 semanas de evaluacion considerando los explantes vivos, se
encontré que el 54% de los explantes mantuvieron su forma plana, el 38% se
doblaron y el 8% a parte de doblarse también se arrugaron (figura 12). El tratamiento
8 fue el que tuvo el mayor porcentaje de explante doblados indicando que la cantidad
y tipo de fitohormona (tabla 2) afectan al cambio de la forma del explante
(desdiferenciacion o deformacion). (Leticia et al.,, 2009) trabajando con explantes
foliares de Tagetes erecta obtuvo similares resultados en un medio MS con 2 mg/l de
2,4-D y 2 mg/l de BA observando que los bordes de los explantes comenzaron a
redondearse en un periodo de 20 dias, llamando a este el proceso desdiferenciacion
de los explantes durante la formacion de callo.

Evolucién del proceso de desdiferenciacion o deformacion del explante.
A partir de la primera semana solo los tratamientos 6 y 8 empezaron a

mostrar cambios morfolégicos en la forma del explante (desdiferenciacién), en la
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semana 5 ya todos los tratamientos mostraron desdiferenciacion a excepcion del
tratamiento 1 que no mostro cambios.

En la (figura 14), se observa que el tratamiento 1 no mostro ninglin cambio en
la forma del explante, mientras que con los tratamientos 8; 5 y 3 fueron los mejores
en desdiferenciacion con 93%; 74% y 73% respectivamente.

Figura 13.

Evaluacién del efecto de fitohormonas y su concentracién por semana del porcentaje
de desdiferenciacion en explantes foliares de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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Figura 14.

Efecto de fitohormonas y su concentracion en el porcentaje de desdiferenciacion o
deformacion total en explantes foliares de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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Dado que los datos no cumplian con los supuestos de normalidad vy
homocedasticidad de varianzas, se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
en el programa InfoStat; de las cuales se observé un p valor de 0.0001 indicando asi
gue existe diferencias altamente significativas entre los grupos de desdiferenciacion
del explante (p < 0.05) lo que sugiere que al menos uno de los grupos difiere de los
demas.

Posteriormente en el andlisis de medias de Kruskal-Wallis al 5% de
significancia (g= 0.05). Se observé que existe 4 grupos estadisticamente iguales o
similares en la desdiferenciacion del explante (Tabla 6), el primer grupo conformado
por el T1, T2, T7; con porcentajes de 0% a 33%; el segundo por el T2, T7, T4; de
13% a 50%, el tercero por el T7, T4, T6, T5, T3; de 33% a 73% y el cuarto grupo
por el T4, T6, T5, T3, T8 con valores de 50 a 93% mostrando el mejor rango entre
estos porcentajes. Sin embargo, el T8 se destaca por ser el mejor numéricamente
con un 93% de explantes desdiferenciados (explantes que sufrieron cambios antes la

aparicion de callos).
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Segun (Kumlay & Ercisli, 2015), el uso de citoquininas afecta directamente el
proceso de desdiferenciacidén resultando en la disminucion de la lignificacion de la
pared celular, facilitando el cambio morfoldégico (deformacién) y el aumento del
crecimiento celular (callo), coincidiendo con (Mori-Vasquez et al., 2024) quienes
demostraron que la asociacion fitohormonas, especificamente BAP+2,4-D y TDZ+2,4
D, promovieron la deformacion de foliolos de edad joven e intermedio de S. amara,
por lo que infieren que la asociacién de las citoquininas potencia la deformacion de
los foliolos. Esto se comprob6 en este estudio ya que el mejor tratamiento en
presentar desdiferenciacion del explante (deformacion) fue una combinacién auxina y
citoquinina (T8 3mg/l 2,4 D + 3mg/l Kinetina) quienes tuvierén las dosis mas altas
aplicadas en este estudio, refiriendo asi que por lo menos en la especie Dipteryx
ferrea (Ducke) Ducke a mayor concentracién de fitohormonas en especial citoquinina
hay mayor respuesta del explante.

Tabla 6.

Andlisis de medias de Kruskal-Wallis al 5% del efecto de fitohormonas y su
concentracion en el porcentaje de desdiferenciacion de explantes foliares de Dipteryx
ferrea (Ducke) Ducke

Tratamientos Medias Grupos

1 0 A

13 A

33 A
50
70
74
73
8 93

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

WU AN

o o W
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4.7.

CALLOGENESIS

Los primeros callos aparecieron a partir de la semana 3 en los tratamientos:
T3 (36%); T4 (17%), T5 (22.2%); T6 (30%); T7 (14%) y T8 (100%), a excepcion del
T1y T2 que no mostraron resultados hasta la Gltima evaluacion, se puede evidenciar
gue el T8 desde la primera aparicion de callos fue el Unico en presentarlos en todos
los explantes, aunque en ese tiempo los callos aun eran pequefios. El tiempo de la
primera aparicion de callos va a depender de muchos factores como sostiene (Eras-
Guaman et al., 2019) quien en su estudio obtuvo callos de Cinchona officinalis
Laparecio a partir del décimo dia de establecido el ensayo, mucho mas rapido que en

este estudio. Por otro lado (Purohit et al., 2019) logr6 callogénesis en medio de

cultivo WPM aumentado con 1.08 mg/l de TDZ y 0.5 mg/l de NAA después de 8
semanas de incubaciéon de Zanthoxylum armatum, tardando mas que en esta
investigacion. El Proceso de aparicion de callos se puede observar en la (figura 15).

Figura 15.

Evaluacién del efecto de fitohormonas y su concentracibn en el porcentaje de
callogénesis por semana de explantes foliares de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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La aparicién de los primeros callos se dio a los alrededores del explante en

forma que pequefias bolitas blanquecinas que posteriormente se extendieron por
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toda el area del explante, sobre todo en la parte del envés, el T8 (3 mg/l 2,4 D + 3
mg/l Kinetina) fue el tratamiento que desde un principio mostro mejores resultados en
porcentaje (figura 15). (Mosoh et a ., 2024) confirma lo encontrado en este estudio al
mencionar que el crecimiento del callo comienza principalmente en el sitio de incision
de los explantes (alrededor), extendiéndose luego para cubrir toda la superficie.

El tratamiento 8 (3mg/l 2,4 D + 3 mg/l Kin) fue el mejor resultado en
callogénesis con un 100%, sin embargo se esperaba que el T7 (3 mg/l 2,4 D + 2.5
mg/l Kinetina) fuera también uno de los mejores resultados, puesto que su
composicion era muy similar a la del T8, variando Unicamente en 0.5 mg/l de
diferencia de Kinetina, esto puede indicar que la especie estudiada en la
combinacion exacta puede tener resultados significativamente diferentes a otras
aungque estas parezcan casi nulas a simple vista, ya que otros tratamientos de
diferentes composiciones superaban en callogénesis al T7. Los resultados del
porcentaje total de callogénesis que se alcanzé en cada tratamiento se presentan en
la (figura 16).

La combinacion y concentracion entre distintas fitohormonas resultan con dar
diferentes resultados algunos favorables y otro desfavorables tal y como se observa
en la (figura 16). (Mosoh et al., 2024) en su estudio con la especie Gloriosa superba
L observé que el tipo y la concentracion del regulador generan efectos diferentes en
los explantes, donde la combinacion de NAA y KN resultd ser la mas eficaz para la
induccion de callos. Asemejandose al tratamiento 8 del estudio ya que también

estaba conformado por KN (T8 = 3mg/l 2,4 D + 3 mg/l Kin).
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Figura 16.

Efecto de fitohormonas y su concentracion en el porcentaje de callogénesis en
explantes foliares de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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Los tratamientos 1 (2.5mg/l 2,4 D) y 2 (3 mg/l 2,4 D) fueron los Unicos que no
presentaron respuestas callogénica a simple vista (0%), sin embargo al finalizar el
estudio, con el estereoscopio se observé pequefias protuberancia blanquecinas
como signo de aparicion de callos sobre todo en el Tl (figura 41), esto lleva a
sospechar que se necesita de mayores concentraciones de 2,4D que las empleadas
en el presente experimento, cuando no se combina con otras fitohormonas, aunque
algunos autores con poco concentracién también obtienen callos como lo hicieron
(Bisht et al., 2024) quienes trabajando con explantes de hojas de Mahonia
Jaunsarensiscon &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D; 0.2 mg/l) obtuvieron como
resultado una induccién de callo del 70% con callo compacto verde, esto indica que
aun queda por seguir explorando mas concentraciones aunque segun lo observado
en este experimento serian mayores a las utilizadasenel T1y T2..

Por otro lado, se registraron estudios en diferentes especies de la familia
(fabaceas) y especificamente en el género Dipteryx que es al que pertenece la
especie de este estudio, en las cuales diferentes autores encontraron respuestas

callogénica diferentes como es el caso de (Ingre et al., 2021) en su estudio con la
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especie Dipteryx alata, quien descubrié que la concentracion mas eficiente en la
formacion de callo en hojas fue 3.0 mg/l BAP + 2.0 mg/l ANA (68.88%) en medio MS.
Esto fue inferior al mejor tratamiento de este estudio (T8), sin embargo, las
fitohormonas son diferentes demostrando que posiblemente tendria un efecto similar
0 quizas mejor en la especie que se estudio en la presente investigacion.

De igual manera (Sampaio et al., 2018) demostré en la especie Dipteryx
odorata en concentraciones de 8 mg/l de TDZ combinados con 1.5 mg/L de ANA en
medio MS generan promedios mas altos de callos en los explantes. (Rocha et al.,
2024) también con Dipteryx odorata en segmentos de hojas observé formaciéon de
callos a concentraciones de 8 mg/l de 2,4-D, y 4 y 8 mg/l de TDZ. En segmentos
cotiledonarios 2 y 8 mg/l de TDZ. Ambos autores obtuvieron resultados similares sin
embargo en este estudio no se utiliz6 esas fitohormonas abriendo asi una amplia
posibilidad de realizar experimentos son estas.

Generalmente especies parecidas suelen tener efectos similares tal como lo
mencionan (Chakraborty et al., 2022) y (Jaiswal et al., 2022) que indican que para
especies del género Pterocarpus (Fabaceae), obtuvieron 95 y 62% de induccién de
callo con segmentos de cotiledones utilizando diferentes concentraciones de 2,4-D
como regulador de crecimiento, corroborando el uso de estos explantes en
regeneracion de especies familiares.

Dado que los datos no cumplian con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad de varianzas, se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
en el programa InfoStat; de las cuales se observé un p valor de 0.0001 indicando asi
que existe diferencias altamente significativas entre los grupos de callogénesis (p <
0.05) lo que sugiere que al menos uno de los grupos difiere de los demas.

Posteriormente, en el analisis de medias del Kruskal-Wallis al 5% de
significancia (a= 0.05), demostré la existencia de 3 grupos similares o iguales
estadisticamente de las cuales el primer grupo de conformado por el T2, T1, T7, T6,
T4, de las cuales todos tuvieron porcentajes de callogénesis bajos de 0% a 33%; el
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segundo grupo conformado por T7, T6, T4, T3, T5 con 28.5% a 55.5% de

callogénesis y el ultimo grupo conformado Unicamente por el T5 y T8 quienes

tuvieron los mejores resultados con 55.5% y 100% respectivamente, de las cuales el

T8 es

el mejor numéricamente de todo los tratamientos indicando que a mayor

cantidad de Kinetina la callogénesis es mayor en explantes foliares de Dipteryx ferrea

(Ducke) Ducke.

Segun los resultados obtenidos, el mayor porcentaje de callos a partir de

segmentos foliares de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke se obtiene con los tratamientos

3,5y

8, cuya formulacién es (2.5 mg/l 2,4D + 1.5 mg/l BAP; 3 mg/l 2,4 D + 3.5 mgl/l

BAP; 3 mg/l 2,4 D + 3 mg/l Kin) respectivamente. Pudiéndose concluir, que utilizando

estos compuestos a esas concentraciones se obtendrian iguales resultados.

Tabla 7.

Andlisis

de medias de Kruskal-Wallis al 5% del efecto de fitohormonas y su

concentracion en el porcentaje de Callogénesis de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke

Tratamientos Fitohormonas Medias Grupos

2 3mg/1 2,4 D 0 A

1 2.5mg/l1 2,4 D 0 A

7 3 mg/l 2,4 D + 2.5 mg/l Kinetina 29 A B

6 3mg/l 2,4 D + 4 mg/l BAP 30 A B

4 3 mg/l 2,4 D + 3 mg/l BAP 33 A B

3 2.5mg/l 2,4 D + 1.5 mg/l BAP 55 B

5 3 mg/l 2,4 D + 3.5 mg/l BAP 56 B C

8 3mg/l 2,4 D + 3mg/l Kinetina 100 C
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

4.7.1. Grado de encallamiento

A partir de la tercera semana se pudo observar que el grado de
encallamiento promedio total fue de 8.2% del area del explante, ya que
durante este tiempo recién empez06 a aparecer los callos en forma de bolitas
blanquecinas a los bordes y en diferentes partes del explante. Hasta la ultima
evaluacion el grado de encallamiento total para todos los tratamientos fue de

19% del &rea del explante.
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Figura 17.

Evaluacién del efecto de fitohormonas y su concentracion en el porcentaje del
grado de encallamiento por semana de explantes foliares de Dipteryx ferrea
(Ducke) Ducke
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Figura 18.

Efecto de fitohormonas y su concentracién en el porcentaje del grado de
encallamiento en explantes foliares de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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La mayoria de los tratamientos con callos no tuvieron un buen

volumen a excepcion del T8, por lo que el porcentaje del grado de
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encallamiento (volumen calloso) total en promedio fue muy bajo (19%),
aungue individualmente por tratamiento se observaron resultados regulares y
bajos, solo el T8 fue significativamente mejor a los demas con un 92% (figura
18) quien guarda relacion los resultados del porcentaje de callogénesis
(100%). Con respecto a los demas tratamientos los callos se presentaban de
manera regada o simplemente no cubrian mucha area del explante, aunque
se observo que algunos si cubrian un poco mas de la mitad o el 100% del
area del explante como fue en el caso del T8. Esto indicaria que la
combinacién y concentracion del T8 (3mg/l 2,4 D + 3mg/l Kinetina) es la mas
adecuada para la produccion de callos desarrollados (mayor volumen) en D.
ferrea a partir de explantes foliares.

Mientras que el uso solamente de 2,4 D a concentraciones menores de
3 mg/l no tiene efecto. En la (figura 18) se observa el grado de encallamiento
final de cada tratamiento.

Otros autores también reportaron actividad callogénica como (Ingre et
al., 2021) en Dipteryx alata con3.0 mg/l BAP + 2.0 mg/l ANA (68.88%).
(Sampaio et al., 2018) en Dipteryx odorata de 8,0 mg/l de TDZ combinados con
1,5 mg/l de ANA. (Rocha et al., 2024) también con Dipteryx odorata 8 mg/l de
2,4-D,y 4y 8 mg/l de TDZ, aunque no especifican el grado de encallamiento
algunos coinciden con la fitohormona utilizada en este estudio.

Dado que los datos no cumplian con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad de varianzas, se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis en el programa InfoStat; de las cuales se observé un p valor de 0.0001
indicando asi que existe diferencia altamente significativas entre los grupos de
grado de encallamiento (p < 0.05) lo que sugiere que al menos uno de los
grupos difiere de los demas.

Posteriormente, en el andlisis de medias del Kruskal-Wallis al 5% de

significancia (o= 0.05), se observé que existe igualdad estadistica en 2 grupos
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de las cuales el primero conformado por T2, T1, T7, T6, T4, T3, T5 los cuales
tienen porcentajes del grado de encallamiento desde 0% a 16.7% vy el
segundo grupo conformado Unicamente por el T8 con un 92% es el mejor
tanto estadisticamente como numéricamente.

Segun los resultados obtenidos para generar callos en la especie
Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke la combinacion adecuada de fitohormonas es
de 3mg/l 2,4 D + 3mg/l Kinetina. Pudiéndose concluir, que utilizando estos
compuestos a esas concentraciones se obtiene mayor grado de
encallamiento.

Tabla 8.

Analisis de medias de Kruskal-Wallis al 5% del efecto de fitohormonas y su
concentracion en el porcentaje del grado de encallamiento de explantes foliares
de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke

Tratamientos Medias Grupos
2 0 A
0
8.5
9
10
16.3
16.6
8 93 B
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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4.7.2. Areadel callo
A partir de la tercera semana se pudo medir el area de los callos en
cm?, hasta esa fecha el area promedio entre todos los tratamientos era de,
0.05 cm?, en la Ultima semana el area promedio total era de 0.49 cm? (figura
19). Los callos generalmente crecian en volumen en forma ascendente, pero

a diferentes tamafios segun el tratamiento.
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Figura 19.

Evaluacioén del efecto de fitohormonas y su concentracion en el &rea del callo
friable por semana de explantes foliares de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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El tratamiento 8 fue quien mejores resultados tuvo con respecto al
area del callo, llegando a cubrir el 100% del area de la mayoria de los
explantes, el promedio total de area que alcanzo el T8 en 3 explantes por
frasco (3 cm?) fue de 2 cm? (figura 20), si consideramos en &rea individual por
explante seria de 0.6 cm? Mientras que los demés tratamientos cubrian a ¥4
de los explantes en promedio. (Eras-Guaman et al, 2019), en su
investigacion con la especie Cinchona officinalis L. obtuvo datos inferiores,
alcanzando su mejor tratamiento que cubrid 2/3 del area de los explante,
mientras que sus menores resultados solo 1/3 de los explantes. En algunos
tratamientos con un grado de encallamiento bajo era algo dificil medir el area
puesto que los callos eran pequefios y se distribuian por diferentes partes del
explante. Por otro lado (Mori-Vasquez et al., 2024) observaron que explantes
foliares de S. amara en tejido joven en combinaciones de BAP+2,4D y
TDZ+2,4D promovieron una mayor formacién de callos y con ello un

incremento del area (0.4 cm® y (0.68 cm® respectivamente y en tejidos
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intermedios (0.89 cm?) y (1 cm?), obteniendo valores similares al tratamiento
8 de la presente investigacion con respecto al tejido joven puesto que se
utilizaron tejidos iguales, aunque se observa que en tejidos intermedios el
area es mayor, indicando asi que probablemente ocurra lo mismo con la

especie D. ferrea.

Figura 20.

Efecto de fitohormonas y su concentracion en el area de los callos friables
formados en explantes foliares de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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Dado que los datos no cumplian con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad de varianzas, se utilizd la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis en el programa InfoStat; de las cuales se observé un p valor de
0.0001 indicando asi que existe diferencias altamente significativas entre los
grupos de area del callo (p < 0.05) lo que sugiere que al menos uno de los
grupos difiere de los demas.

Posteriormente en el analisis de medias del Kruskal-Wallis al 5% de
significancia (a= 0.05), se observo la existencia de 3 grupos con igualdad
estadistica, el primer grupo conformado por el T2, T1, T7, T6, T4, quienes

tuvieron valores promedio desde 0 cm? hasta 0.13 cm? mientras que el
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segundo grupo conformado Unicamente por el T7, T6, T4, T5, T3 con un area
de callo de 0.1 cm? a 0.75 cm? en promedio, y el tercer grupo conformado
Gnicamente por el T8 con un &area de 2.4 cm? siendo el mejor estadistica y

numéricamente.

Tabla 9.

Andlisis de medias de Kruskal-Wallis al 5% del efecto de fitohormonas y su
concentracion en el area de los callos friables de explantes foliares de
Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke

Tratamientos Medias Grupos
2 0
0
0.10
0.18
0.13
0.40
0.75
8 2.40 C
Medias con una letra comuan no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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4.7.3. Alturadel callo

Figura 21.

Evaluacién del efecto de fitohormonas y su concentracion en la altura de los
callos friables por semana en explantes foliares de Dipteryx ferrea (Ducke)
Ducke
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Durante la aparicién de los callos se observo que los callos primero
crecian en altura y después en area aumentando asi su volumen, esto se dio
a partir de la semana 3 teniendo una altura promedio total de 0.03 mmy en la

tltima semana 0.60 mm (Figura 21).

Figura 22.

Efecto de fitohormonas y su concentracion en la altura de los callos friables
formados en explantes foliares de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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De igual manera existe una relacibn entre la combinacion y
concentracion de fitohormonas con la altura del callo ya que el T8 fue el
tratamiento que alcanzo mayor altura con respecto a los demas llegando a
tener en promedio 2.8 mm, el tratamiento con menor altura fue el T4 con 0.3
mm.

Dado que los datos no cumplian con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad de varianzas, se utilizd la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis en el programa InfoStat; de las cuales se observé un p valor de
0.0001 indicando asi que existe diferencias altamente significativas entre los
grupos de altura del callo (p < 0.05) lo que sugiere que al menos uno de los

grupos difiere de los demas.
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Posteriormente en el andlisis de medias del Kruskal-Wallis al 5% de
significancia (g= 0.05), (tabla 10), se observé que existen 4 grupos con
igualdad estadistica, el primer grupo compuesto por el T2, T1, T7, T4, T6, con
alturas desde Omm a 0.35 mm; el segundo grupo conformado por el T7, T4,
T6, T5, desde 0.25 mm a 0.58 mm; el tercer grupo conformado de T4, T6, T5,
T3, T8 desde 0.29 mm a 1.57 mm y el ultimo conformado Unicamente por el
T8 con 2.80 mm de las cuales este Ultimo es mejor estadistica y
numéricamente.

Tabla 10.

Andlisis de medias de Kruskal-Wallis al 5% del efecto de fitohormonas y su
concentracion en la altura de los callos friables de Dipteryx ferrea (Ducke)
Ducke

Tratamientos Medias Grupos
2 0
0
0.25
0.29
0.35
0.58
0.57
8 2.80 D
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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4.7.4. Color del callo

Durante la primera aparicion de los callos estos fueron de color
blanquecinos y algunos amarillentos, mientras el volumen del callo iba
aumentando, este cambiaba de color a marrén claro casi café indicando que
el callo empezaba a oxidarse, después se tornaba de un color mas oscuro
indicando necrosis, a pesar de ellos volvian a salir mas callitos de color
blanquecino como rebrotando. (Eras-Guaman et al 2019) estudio callos de
Cinchona officinalis L donde confirma que el callo cambia de color producto

la oxidacion fendlica.
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Por otro lado (Mosoh et al., 2024) en su estudio observo que los callos
de Gloriosa superba (L.) al principio mostraban una gama de colores desde
transparente a amarillento, que luego cambio6 a un tono verde palido. Después
el tono de algunos callos experiment6 una transicion de verde palido a marron
y posteriormente a verde oscuro, dependiendo de los tipos y concentraciones
exactos de reguladores de crecimiento de plantas utilizados. Lo que difiere un
poco con el presente estudio ya que sin importar el tipo de regulador los
callos tenian los mismos colores desde el principio al final.

Los callos, en esta investigacion, en un principio fueron de color blanco y
amarillento, para (Rocha et al., 2024) los colores amarillo claro o blanquecino,
son caracteristico de callos no embriogénicos. Aunque el callo fue
heterogéneo en sus colores se puede asociar a uno friable como compacto

también.

Tabla 11.

Porcentaje de los colores que adquirieron los callos friables de Dipteryx ferrea
(Ducke) Ducke durante las 9 semanas de evaluacion

COLORES DE LOS CALLOS EN EL TRANSCURSO DE LAS SEMANAS

SEMANA 3Y 4 SEMANAS5;6;7;8Y9
Tratamient Blanco  Blanco
0s Blanc Amarill Blanc Amarillo Café con con
0 0 0 amarillo café
1 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
2 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
3 23% 0% 10% 0% 10% 10% 10%
4 9% 0% 3% 0% 0% 12% 12%
5 19% 0% 4% 0% 4% 4% 15%
6 13% 0% 7% 7% 3% 3% 7%
7 12% 0% 3% 3% 6.% 0% 12%
8 67% 0% 9% 0% 9.% 42% 46%
Promedio 18% 0% 4% 1% 4% 9% 13%

4.7.5. Oxidacion del callo

La oxidacion en los callos aparecio con 5.26% del area del callo a

partir 3 semanas que de la formacion a los callos (semana 6), es ahi donde se
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observa el cambio u oscurecimiento del color blanquecino a marron claro,

esto fue aumentando gradualmente como se muestra en la (figura 23).

Figura 23.

Evaluacién del porcentaje en el grado de oxidacién del callo friable por
semana en explantes foliares de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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En la (figura 24) se observa el porcentaje del grado de oxidacion final
del callo que tuvieron todos los tratamientos, en donde todos tuvieron un
promedio de 10.3% del area del callo, el acido ascérbico ayudo a disminuir la
oxidacion ya que en la presente investigacion la oxidacion fue baja. Sin
embargo existen otros tipos de antioxidantes como lo menciona (Guerrero et
al., 2005) donde afirma que combinacion del bafio antioxidante del explante de
Aristolochia elegans con &cido citrico y el tratamiento ANA: Kin en concentracion
5:5 mg/L adicionado de PG en concentracion 1 mg /L, indujo la formacién de callo
con menor grado de oxidacién, por otra parte (Lépez-Santos et al., 2024),
recomienda utilizar L-Cisteina en concentraciones de 100 a 200 mg/l en el
medio de cultivo ya que de esa manera logré evitar la oxidacion y
pardeamiento en los callos de Sideroxy loncapiri; de igual manera (Vasquez-

Herndndez et al., 2021) recomienda también el uso de antioxidantes como la
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L-Cisteina adicionada al medio de cultivo, la cual representa una alternativa
para el control de los procesos oxidativo en los explantes. Esto generalmente
se recomienda cundo se realiza trasplante de los callos a otros medios de

cultivo para posteriores fases.

Figura 24.

Efecto de fitohormonas y su concentracion en porcentaje del grado de
oxidacién de los callos friables formados en explantes foliares de Dipteryx
ferrea (Ducke) Ducke
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Dado que los datos no cumplian con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas, se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis en el programa InfoStat; de las cuales se observé un p valor de 0.0001
indicando asi que existe diferencias significativas entre los grupos de oxidacion
del callo (p < 0.05) lo que sugiere que al menos uno de los grupos difiere de los
demas.

Posteriormente en analisis de medias al 5% de significancia (a=
0.05), (tabla 12), se observo tres grupos iguales estadisticamente donde el
primer grupo compuesto por el T2, T1, T7, T4, T6, con valores desde 0% a 9
% es decir un grado de oxidacion inferior al 30% del area de los callos, en el
segundo grupo conformado por T7, T4, T6, T3, T5 con 5.7% a 16.6% y el
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tercero conformado por el T5 y T8 con valores desde 16.6 % a 30%, esta
diferencia de grupos se debe a que existen 2 tratamientos sin callos y por
ende obtienen valores de 0% Yy los tratamientos con mas callos son también

quienes presentaron mayor oxidacion.

Tabla 12.

Andlisis de medias de Kruskal-Wallis al 5% del porcentaje del grado de

oxidacién de los callos friables de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke.

Tratamientos Medias Grupos
2 0
0
5.7
7.5
9
13.6
16.6 C
8 30 C
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

> > > > >

U wo AN
W W www

4.7.6. Necrosis del callo

La necrosis se pudo apreciar desde la semana 6 para todos los
tratamientos con 3.4% del area del callo, donde se observé que las partes
oxidadas pasaban de un color marrén claro a uno marrén oscuro, incluso con
pequefias regiones de color negro. Segun (Mosoh et al., 2024) los callos que
muestran exudados hiperhidricos muestran una necrosis en etapa temprana.
Eso es algo que no sucedio en esta investigacion ya que la necrosis se vio
cuando en las ultimas etapas de la evaluacion (figura 25).

Gandonou et al. (2005) presento necrosis en callos de Saccharum sp
como efecto del NaCl, los callos en crecimiento derivados demostrando asi el
estrés salino por causa de la sal. Por otro (Zia etal., 2010) comenta que a dos
semanas después de la transferencia de los callos de Thymus vulgaris al

medio salado, mostraron signos de necrosis este porcentaje iba aumentado
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significativamente por NaCl aumentando durante el crecimiento de los callos.
Algunos investigadores encontraron respuesta similar al estrés salino en
productos frescos y secos pesos (Makhlouf et al., 2002; Abebe et al., 2003).
(Bohnert & Jensen 1996) informaron que el NaCl disminuye la divisién celular
y restringe las actividades de crecimiento. En la investigacion no se afiadié
NaCl al medio de cultivo, siendo eso una causa probable del bajo porcentaje
de necrosis en los callos, aunque se sospecha que la necrosis hubiera
aumentado mas si se seguia conservando el experimento o en caso que se
hiciera un cambio de medio de cultivo (sub cultivo).

Figura 25.

Evaluacién del porcentaje en el grado de necrosis del callo friable por semana
en explantes foliares de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
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Figura 26.

Efecto de fitohormonas y su concentracibn en porcentaje del grado de
necrosis de los callos friables formados en explantes foliares de Dipteryx
ferrea (Ducke) Ducke.
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La necrosis vario segun el tratamiento como en el caso del tratamiento
8 fue donde se observé mayor grado de necrosis debido a que este mismo
tratamiento fue quien mostré6 mayor porcentaje de callo, en altura, volumen,
area, indicando que el callo al desarrollarse mas que en los demas
tratamientos ya requeria un cambio de medio de cultivo indicando asi que
consumié mas los nutrientes del medio de cultivo.

Dado que los datos no cumplian con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad de varianzas, se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis en el programa InfoStat; de las cuales se observé un p valor de 0.0001
indicando asi que existe diferencias significativas entre los grupos de necrosis
del callo (p < 0.05) lo que sugiere que al menos uno de los grupos difiere de los
demas.

Posteriormente en el andlisis de medias del Kruskal-Wallis al 5% de
significancia (g= 0.05), (tabla 13), se observoé que estadisticamente hay 3

grupos iguales o similares con respecto al porcentaje de grado de necrosis
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de los callos cultivados. El primer grupo conformado por el T2, T1, T7, T4, T6,
T5, con valores de 0% a 16.6% del area del callo; el segundo grupo
conformado por T6, T5, T3, con 16% a 24.5% vy el tercer grupo por el T3y T8
con 24.5% y 30%.

Tabla 13.

Andlisis de medias de Kruskal-Wallis al 5% del porcentaje del grado de
necrosis de los callos friables de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke

Tratamientos Medias Grupos
2 0
0
4.2
7.5
16
16.6
24.5 C
8 30 C
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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4.7.7. Masa fresca y seca del callo.

La masa fresca promedio de los callos en todos los tratamientos fue
de 28.57 mg, de las cuales T8 con 3mg/l 2,4 D +3mg/l de Kinetina se destacé
por ser el tratamiento con mayor masa fresca promedio (67.4 mg). La masa
seca promedio total fue de 8.10 mg de las cuales el T8 con 3mg/l 2,4 D +3
mg/l de Kinetina fue el mayor con un promedio 20.45 mg. El descenso de la
masa fresca total a la masa seca total fue de 20.47 mg.

Mosho et al., (2024) midiendo la masa de callos de Gloriosa superba
(L.) encontré resultados similares en el sentido que su tratamiento con
Kinetina fue el que obtuvo mayor peso seguido por otro de BAP, Respecto al
peso del callo, el tratamiento con 1.5 mg/l NAA + 0.5 mg/l Kinetina presento el
mayor peso fresco promedio (333 mg), seguido por 1.5 mg/l NAA + 0.5 mg/l

BAP (293 mg). De igual forma, el mayor peso seco promedio (31.6 mg) se
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observo en el tratamiento 1.5 mg/l NAA + 0.5 mg/l Kinetina, seguido por 1.5
mg/l NAA + 0.5 mg/l BAP (29.9 mg).

Por otro lado (Mousa, 2023), registro el mayor peso fresco y seco
(4.88 g y 0.117 g) por raiz explante callos en medio MS suplementado con 2
mg/l BA + 0.5 mg/l 2,4-D, seguido por los callos de explantes de hojas
registrado (4.22 g 0.113 g) en medio MS suplementado con 0.25 mg/l de BA
solo y finalmente, se registraron segmentos de tallo y explantes de callos
(3.97 g y 0.08 g) respectivamente. (Rawat et al 2023), mientras tanto en
polyphylla Smith el medio que contenia TDZ 0.5mg/L representé la biomasa
maxima de callo (2.98 g de peso fresco).

Figura 27.

Comparacion del efecto de fitohormonas y su concentracion en masa fresca y
seca de los callos friables formados en explantes foliares de Dipteryx ferrea
(Ducke) Ducke
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4.1.1.1. ANVA de masa fresca
Utilizando el programa InfoStat se realizé el ANVA (tabla 14), cuyos

datos indican que existe diferencia altamente significativa entre los
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porcentajes masa fresca de los callos, esto indica que al menos uno de los
tratamientos de la masa fresca de los callos estudiados es diferente.

Tabla 14.

Andlisis de varianza del efecto de fitohormonas y su concentracion de la masa

fresca de los callos friables de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke Andlisis de
varianza de la masa fresca de callo friable

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 22693.62 7 3241.95 3.85 0.0099
Tratamientos 22693.62 7 3241.95 3.85 0.0099
Error 15170.72 18 842.82

Total 37864.35 25

Para el analisis de comparacion de las medias se aplico la prueba de
LSD al 5% de significancia (¢= 0.05), en la cual se observa que existe 2
grupos iguales o similares estadisticamente de las que el primer grupo se
conforma por T2, T1, T7, T4, T6, T3, T5 con valores desde Omg a 30mg el
segundo grupo conformado por el T6,T3,T5,T8 con valores desde 16mg a

67,44de las cuales este ultimo fue el mejor de todos numéricamente.

Tabla 15.

Andlisis de medias de LSD al 5% del efecto de fitohormonas y su
concentracion en la masa fresca de callos friables de Dipteryx ferrea (Ducke)
Ducke

Tratamientos Medias LSD
1 0 A
2 0 A
7 3 A
4 9 A
6 16 A B
3 19.5 A B
5 30 A B
8 67.44 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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4.1.1.2. ANVA de masa seca
Utilizando el programa InfoStat se realizé el ANVA (tabla 16), cuyos
datos indican que existe diferencia altamente significativa entre los
porcentajes masa seca de los callos, esto indica que al menos uno de los
tratamientos de la masa seca de los callos estudiados es diferente.

Tabla 16.

Andlisis de varianza del efecto de fitohormonas y su concentracién de la masa
seca de los callos friables de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke Andlisis de
varianza de la masa seca de callo friable

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelb 2209.5 7 315.64 4.82 0.0033
aTratamientos 2209.5 7 315.64 4.82 0.0033
Error 1178.89 18 65.49
I'Total 3388.39 25

El andlisis de las medias se aplicé la prueba de LSD al 5% de
significancia (g= 0.05) (tabla 17), en la cual se observa que existe 2 iguales o
similares estadisticamente donde el grupo 1 estd conformado por T2, T1
(valores nulos), T7, T6, T3, T4, T5 con valores desde 0 mg a 8.1 mg, el
segundo grupo conformado por el T5 y T8 con 8.1 mg a 20.46 mg de las
cuales este ultimo es el mejor numéricamente.

Tabla 17.

Andlisis de medias de LSD al 5% del efecto de fitohormonas y su
concentracion en la masa seca de callos friables de Dipteryx ferrea (Ducke)
Ducke

Tratamientos Medias LSD
2 0 A
1 0 A
7 1 A
6 1 A
3 1.8 A
4 2.3 A
5 8.1 A B
8 20.4 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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4.8.

Andlisis de conductividad eléctricay PH
Con el fin de conocer el consumo de nutrientes de los explantes a los medios de
cultivo se realiz6 este analisis en la que se obtuvo los resultados que se presentan en la
(Tabla 18).
Tabla 18.

pH y conductividad eléctrica (C.E) us/cm iniciales y finales de los medios de cultivo de
cada tratamiento

Tratamientos PH PH C.E ps/cm PH final C.Eps/icm Masa
ajustado inicial inicial final fresca
mg
1 5.8 4.67 2904 3.73 2938.9 10.1
2 5.8 4.98 2611 4.3 2879.2 9.6
3 5.8 4.73 2840 3.43 2715 25.5
4 5.8 4.66 3005 4.37 2576.8 14.2
5 5.8 4.72 2486 4.59 2386 15.2
6 5.8 4.78 2655 3.91 2786 11.2
7 5.8 4.64 2434 3.99 2528.5 15.6
8 5.8 4.8 2302 3.89 2292 64.4

Se puede observar que durante el primer analisis de pH (posterior al autoclavado)
el pH disminuyo en promedio 1, empezando con un pH inicial de 4.7 en promedio de
todos los tratamientos. (Zambelaetr al., 2024), también reportaron que después de 48
horas de auto clavado, el pH del medio de cultivo disminuia de 5.11 a pH 4.99 y si tenia
material vegetal disminuia a pH 4.55. Indicando asi que es normal que suceda esto.

Se realizo un andlisis de correlacion de Spearman en el programa Infostat para
observar si existe alguna relacién entre la masa fresca de los explantes (con callos o sin
esos) de todos los tratamientos, con el pH y conductividad electica ps/cm cuyos
resultados se presentan en la Tabla 19.

Tabla 19.

Analisis de correlacién Spearman de masa fresca; C.E y PH en InfoStat

Masa fresca mg C.E ps/cm final PH final

Masa fresca mg 1 8.70E-09 0.09

C.E ps/cm final -0.53 1 1.10E-04
PH final 0.17 -0.37 1
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Masa Fresca vs. C.E ps/cm Final

La prueba de correlacion muestra un coeficiente de -0.53, indicando una
correlacion negativa moderada entre la masa fresca y la conductividad eléctrica (figura
28). Donde el aumento de masa fresca no disminuye la C.E sino lo incrementa, esto
puede deberse a que los explantes estarian excretando compuestos que elevan la
concentracion de iones en el medio, ya que (Hydroenv 2019), comenta que la
concentracion de sales disueltas en el agua del medio de cultivo es un estimador que

altera la conductividad eléctrica (CE).

Figura 28.

Correlacion no lineal entre masa fresca obtenido de los callos fiables de Dipteryx ferrea
(Ducke) Ducke y la conductividad eléctrica de los medios de cultivo

Relacién entre masa fresca y C.E

1739 o
145

1164

Masa fresca mg
g 3
o
o

]
g

8

a® e g Be J% =]
.1-. T T T T L] L
1500 1892 2183 2475 2767 3058 3350
Conductividad electrica psfcm final

|_. MO RO QO v =@ w0 7w TB|

En la (figura 28) se observa queT1 y T2 presentaron los valores mas bajos en
masa fresca ya que fueron los Unicos en no tener callos, sin embargo, presentan los
valores mas altos de C.E (2938.95us/cm y 2879 us/cm). Valores similares reporta
(Grandez-Sangama 2019) trabajando con Ananas comosus L. obtuvo un aumento

promedio de 3990 us/cm. Por otra parte (Sangoquiza-Caiza et al., 2021) demostré que
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las plantas de Zea mays L son tolerantes a la salinidad hasta 2000 ps/cm sin embargo

existe menor crecimiento a mayor C. E.

Masa Fresca VS pH Final

La prueba de correlacion muestra un coeficiente de correlacion de 0.09
(Figura 29), esto indica una correlacién muy débil y positiva entre la masa fresca y el
pH final es decir, no hay una relacion clara entre estas dos variables. A pesar de no
existir una correlacion fuerte se observa que el pH para todos los tratamientos

disminuyo indicando que los explantes con o sin callos afectaron el medio de cultivo.

Figura 29.

Correlaciéon no lineal entre masa fresca obtenido de los callos friables de explantes
foliares de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke y pH de los medios de cultivos
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Hydroenv (2019), en su estudio también observo disminucién del pH de sus
medios de cultivo, en las cuales determino que los rangos requeridos para el cultivo
se encuentran entre 4.5 — 5.5 de pH a pesar de que eso significa ligera a fuerte
acidez. Algo similar se vio en el presente estudio ya que al auto clavar el pH
disminuyo de 5.8 a 4.8 en promedio y eso no generd dafio en los explantes ya que
sobrevivieron por mas de 2 meses.

Por otro lado (Gdmez 2015) afirma que la disminucién del pH esta

relacionada al mayor crecimiento celular y con el comienzo de la disminucion rapida
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en las sales del medio, medida como conductividad eléctrica. Asi mismo (Dominguez
et al., 2024) concluyen que el estrés salino inducido con cloruro de sodio afecta el

tejido foliar de morera; la mayor afectacion ocurre en niveles de salinidad con pH 5.8.
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5.1.

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

De acuerdo al objetivo general se concluye que la combinacién de auxinas y
citoquininas asi como la mayor concentracion de las mismas inducen la formacién de
callos friables in vitro en foliolos de Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke (shihuahuaco),
siendo el mayor porcentaje de formacion de callos en el tratamiento 8 con un 100%,
donde la combinacién y concentracién de auxinas y citoquininas fueron de 3mg/I

2,4D + 3mg/I Kin.

Respecto al primer objetivo especifico, la combinacién de auxinas y citoquininas asi
como la mayor concentracibn de las mismas generan desdiferenciacion o
deformacioén del tejido foliar, donde el Tratamiento 8 (3 mg/l 2,4D + 3 mg/l Kin) fue el
mejor con un 93%, seguido de los tratamientos 5; 3y 6 (3 mg/l 2,4 D + 3.5 mg/l BAP;
25 mg/l 2,4 D + 1.5 mg/l BAP; 3mg/l 2,4 D + 4 mg/l BAP) con 74%, 73% y 70%

respectivamente.

Respecto al segundo objetivo especifico, la combinacién de auxinas y citoquininas
asi como la mayor concentracion de las mismas inducen a la formacion de callos
friables en el tejido foliar donde el Tratamiento 8 (3mg/l 2,4 D + 3mg/l Kin) reporto el
mejor resultado con 100%, seguido de los tratamientos 5y 3 (3 mg/l 2,4 D + 3.5 mg/l
BAP; 2.5 mg/l 2,4 D + 1.5 mg/l BAP) con 56% y 55% respectivamente. Pudiéndose
concluir, que utilizando estos compuestos a esas concentraciones se obtendrian

iguales resultados.

79



5.2.

Recomendaciones

Realizar mas pruebas y definir un buen protocolo de asepsia para los explantes de
shihuahuaco ya que aun falta mejorar esa parte, puesto que la contaminacion fue
guien genero la mayor mortandad de explantes y por consiguiente tener menos

muestras experimentales durante la obtencion de callos.

Durante la inoculacion tomar todas las medidas de asepsias posibles para evitar

cualquier tipo de contaminacion.

Tener cuidado con los cortes que se realiza durante la inoculacién ya que a veces

generar dafio al explante generar que exista con mas facilidad oxidacién y necrosis.

Seguir probando mas combinaciones y concentraciones de auxinas y citoquininas
para la formacion de callos ya que probablemente existan resultados mejores a los

obtenidos en esta investigacion.

Probar los mejores resultados con otros tipos de explantes de shihuahuaco como
puede ser segmentos nodales, cotiledones, flores, raiz, corteza entre otro, ya que

existe una posibilidad de tener resultados mejores o peores.

Realizar estudios histolégicos a los callos obtenidos para asi conocer mejor la

composicion de lo que producimos.

Una vez obtenidos callos tratar de pasar a la siguiente fase de embriogénesis u

organogénesis y asi posiblemente desarrollar un paquete tecnoldgico que nos

permita producir plantines in vitro de shihuahuaco en laboratorio.
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ANEXO 1.

MATRIZ DE CONSISTENCIA

CULTIVO IN VITRO DE FOLIOS DE DIPTERYX FERREA (DUCKE) DUCKE (SHIHUAHUACO): EFECTO DE FITOHORMONAS EN LA INDUCCION DE LA FORMACION DE CALLOS FRIABLE

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLE DIMENSIONES INDICADO POBLACION/
RES MUESTRA
General General General Independiente -T1: 2.5(2,4-D) Poblacién
-T2: 3(2,4-D)
* ,Cudl es el efecto de las | * Evaluar el efecto de las | Alterna Ha e Fitohormonas -T3: 2.5(2,4-D) + 1.5(BAP) Hojas de brotes
combinaciones de auxinas y | combinaciones de auxinas y o ) (Auxinas, -T4: 3(2,4-D) + 3(BAP) -mgl/l de un plantén de
citoquininas, asi como la | citoquininas, asi como la | *Las combinaciones de auxinas y Citoquininas). -T5: 3(2,4-D) + 3.5(BAP) shihuahuaco del
mayor concentracion de las | mayor concentracion de las | Citoquininas, asi como la mayor -T6: 3 (2,4-D) + 4 (KIN) vivero forestal de
mismas que inducen la | mismas que inducen la concentracion de las mismas -T7: 3(2,4-D) + 2.5 (KIN) la UNU.
formacion de una mayor | formacion de una mayor | inducen la formacion de una mayor -T8:3(2,4-D) + 3(KIN )
cantidad de callos friables in | cantidad de callos friables in | cantidad de callos friables in vitro en
vitro en folios de Dipteryx | vitro en foliolos de Dipteryx | foliolos de Dipteryx ferrea (Ducke)
ferrea (Ducke)  Ducke | ferrea (Ducke) Ducke | Ducke (shihuahuaco). _ Muestra
(shihuahuaco)? (shihuahuaco). Dependientes ¢ Contaminacion:
Nula e Asepsia

Especificos Especificos -Nir)guna de, las | (_:ombinapiones de | ® cI?:zf)dlferenua(:l : gi?c;::cz%ﬂon. ExglanFes de1
o (Cudleselefectodelas | *Evaluar el efecto de las | @Uxinas y citoquininas, asi como la deformacién de | o Necrosis. c¢m” foliolos de

combinaciones de combinaciones de auxinas y | MaYOr concentracion de las mismas los explantes « Mortandad. shihuahuaco

auxinas y citoquininas, citoquininas, asi como la inducen la formacion de una mayor foliares. e Supervivencia.

. L cantidad de callos friables in vitro en per .

asi como la mayor mayor concentracion de 1as | ¢yjigios de Dipteryx ferrea (Ducke) » Desdiferenciacion

concentracion de las mismas en la induccion de la | pycke (shihuar?uaé/o) « callogénesis deformacion - %

mismas en la induccion desdiferenciacion 0 ' -Forma ) gm

gifﬁ'rieai?gne:ﬁr:/ﬁtlsglgg O | deformacion in vitro de tejido | Especificos -color m:nz

tejido de foliolos de
Dipteryx ferrea (Ducke)
Ducke (shihuahuaco)?

e (Cudl es el efecto de las
combinaciones de
auxinas y citoquininas,
asi como la mayor
concentracién de las
mismas que inducen la
formacién de una mayor
cantidad de callos friables
in vitro en folios de
Dipteryx ferrea (Ducke)
Ducke (shihuahuaco)?

de foliolos de Dipteryx ferrea
(Ducke) Ducke (shihuahuaco).

*Determinar el efecto de las
combinaciones de auxinas y
citoquininas, asi como la
mayor concentracion de las
mismas que inducen la
formacion de una mayor
cantidad de callos friables in
vitro en foliolos de Dipteryx
ferrea (Ducke) Ducke
(shihuahuaco).

sLas combinaciones de auxinas y
citoquininas, asi como la mayor
concentracion de las mismas
inducen a un mayor grado de
desdiferenciacion o deformacion in
vitro en foliolos de Dipteryx ferrea
(Ducke) Ducke (shihuahuaco).

» Las combinaciones de auxinas y
citoquininas, asi como la mayor
concentracion de las mismas
inducen a un mayor formaciéon de
callos friables in vitro en foliolos de
Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke
(shihuahuaco).

o Callogénesis
-encallamiento.
-Forma.
-oxidacion.
-Necrosis.
-color.

-Area.

-masa fresca.
-masa seca.
-Area.
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ANEXO 2.
Formato de evaluacion para la desdiferenciacion de los explantes foliares de D. ferrea.

FORMATO DE EVALUACION FASE DE DESDIFERENCIACION DEL EXPLANTE PARTIR DE FOLIOS DE SHIHUHUAHUACO

EVALUAD FECHA DE FECHA DE
OR INTALACION: EVALUACION:
VARIABLES A EVALUAR
N | TRATA REPE | N°DE ASEPS | COLOR | OXIDACI NECRO | MOR | SUPERVI FORMA: DESDIF | OBSERVACION
° MIENT TICI EXPLANTE 1A (1; verde ON SIS TAN VENCIA Plano (1), | ERENCI
o] ON CONTAMINAD | 2;3) (1); (1)<30%; | (1)<30 | DAD | (1;2;3) Doblado | ACION
] Marrd (2) % ;(2) (1;2; (2), (1;2;3)
hong | bacter nclaro | >30%<60 | >30%< | 3) Doblado
o (1; | ia(1; (2); %, 60%, y
2;3) 2;3) Marré (3)>60% (3)>60 arrugado
n % (3)
oscuro
(3)
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ANEXO 3.
Formato de evaluacion para callos formados de D. ferrea.

FORMATO DE EVALUACION FASE DE CALLOGENESIS DEL EXPLANTE PARTIR DE FOLIOS DE SHIHUHUAHUACO

EVALUADOR:
FECHA INSTALACION | N | |
VARIABLES A EVALUAR
N° | TRAT | REPET | Callog | Gradode | COLOR Ta Area Oxidaci | Necrosis | masa | masa | OBSERVACION
AMIE | ICION | énesis | encallami | Blanco ma | del on (1)<30% ; | fresca | seca
NTO 1(si),2 | ento (1), fio callo (1)<30 | (2) mg mg
(no) (1)<30%; | amarillo | call | cm2 % ; (2) >30%<60
(2) (2),café | o >30%< | %,
>30%<60 | (3), mm 60%, (3)>60%
%, otro(4). (3)>60
(3)>60% %
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ANEXO 4.
Fotografias de los procedimientos y resultados de la investigacion.

Figura 30. Figura 31.
Preparacion de los medios de cultivo Distribucion de los medios de cultivo en
los frascos

Figura 32.

Medios de cultivo preparados
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Figura 33.

Seleccidn de planta madre, procedencia Km 86, N°2

Figura 34.

Recoleccién de las hojas
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Figura 35.

Lavado de las hojas fuera de la camara de flujo laminar

Figura 36.

Lavado dentro de la camara de flujo laminar
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Figura 37.

Inoculacion de explantes en el medio de cultivo: colocando folio (A), uso de filtro
bacteriologico (B), corte (C), inoculacién (D)

102



Figura 38.

Incubacioén

Figura 39.

Primera aparicion de callos
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Figura 40.

Callos de distintos tratamientos




Figura 41.

Explantes sin callos, pero con aparente signo de ello, visto desde estereoscopio
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Figura 42.

Fotografia de tratamientos con callos bajo estereoscopio
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Figura 43.

Tesista (Autor)
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