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ARTICULO DE INVESTIGACION

Micropropagacion de Prosopis pallida
(Humb &Bonpl. Ex Willd.) Kunth a partir de yemas apicales

Jean Carlo Rivera Curi*, Rosa Maria Cabrera Pintado™*, Fernando Bulnes Soriano™**
DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v22n1.70949

RESUMEN

Prosopis pallida, conocido como algarrobo, es una especie emblematica de los bosques secos del norte del Perd. Es de gran impor-
tancia econémica por su uso en la produccién de lefia y carbon, asi como en la produccién de algarrobina proveniente de sus fru-
tos. Actualmente las actividades humanas han deforestado grandes poblaciones de algarrobo en el bosque seco, por lo que es muy
importante una propagacién masiva para planes de reforestacion a gran escala en esos ecosistemas, con la finalidad de conservar la
especie y también las caracteristicas genéticas de individuos élite. El objetivo de la investigacion fue establecer un protocolo para la
propagacion in vitro de algarrobo. Previo a la siembra in vitro, se evaluaron tres tratamientos pregerminativos para poder acelerar la
germinacion de las semillas con la finalidad de obtener mayor material de propagacion. Luego se evalud el efecto del medio de
plantas lefosas con la adicion de cuatro concentraciones (0; 0,5; 1,0 y 1,5 mg/L) de citoquininas (BAP y ZEA) sobre la propagacion
in vitro de Prosopis pallida, habiendo realizado tres ensayos debido a la poca efectividad de brotacion de las yemas apicales, resul-
tando mejor la ausencia de citoquininas en yemas apicales con sus dos cotiledones, usando tapas de algodon en los tubos de ensa-
yo. En esta etapa se evalud el nimero de nudos, altura de plantula y nimero de brotes. Para el enraizamiento se ensay6 con tres
concentraciones (0; 0,5 y 1,0 mg/L) de auxinas (NAA, IBA y IAA), y se evalué el porcentaje de enraizamiento, longitud de la raiz y
ndmero de raices; obteniéndose mejores resultados con 0,5 mg/L IBA. En la fase de aclimatacion se evalué el porcentaje de aclima-
tacion en dos tipos de sustratos, obteniéndose mejores resultados con sustrato comercial de turba y vermiculita.

Palabras claves: Prosopis pallida, Micropropagacion, cultivo de tejidos, enraizamiento, aclimatacion.
ABSTRACT

Prosopis pallida, known as algarrobo, is an emblematic species of the dry forests of northern Peru. It is of great economic im-
portance for its use in the production of firewood and coal, as well as in the production of carob from its fruits. Currently human
activities have deforested large populations of algarrobo in the dry forest, so it is very important a massive propagation for large-
scale reforestation plans in these ecosystems, in order to conserve the species and also the genetic characteristics of elite individu-
als. The objective of the research was to establish a protocol for the in vitro propagation of algarrobo. Before in vitro propagation, It
was evaluated the effect of three seeds treatments to accelerate seeds germination in order to get more propagation material. Then,
the effect of woody plants medium with the addition four concentrations (0, 0.5, 1.0 and 1.5 mg / L) of cytokinins (BAP and ZEA)
on the in vitro propagation of Prosopis was evaluated and it has performed three trials for the ineffective budding of apical buds,
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resulting in a better absence of cytokinins in apical buds with their two cotyledons, and using cotton lids in the test tubes. In this
stage the number of nodes, seedling height and number of shoots was evaluated. For rooting, it was tested with three concentra-
tions (0, 0.5 and 1.0 mg / L) of auxins (NAA, IBA and IAA), and the percentage of rooting, root length and amount of roots was
evaluated, obtaining better results with 0.5 mg / L IBA. In the acclimation phase, the acclimation percentage was evaluated using
two substrates, and the best results were commercial substrate of peat and vermiculite.

Key words: Prosopis pallida, Micropropagation, tissue culture, rooting, acclimatization.
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INTRODUCCION

En el norte del Perd, los bosques tropicales se extienden
principalmente a través de los departamentos de Tumbes,
Piura, Lambayaque y el norte de la Libertad. La especie
mas sobresaliente en este tipo de ecosistemas es el alga-
rrobo (Prosopis pallida), de gran valor econémico para los
pobladores locales por su madera, frutos y beneficios
ecosistémicos como la protecciéon contra la desertifica-
cién, la produccion apicola, la fijacién de nitrégeno en el
suelo, entre otros. Sin embargo, un gran problema para
estos bosques es la pérdida de su cobertura vegetal debi-
do mayormente a la tala ilegal y el exceso de pastoreo
(Llerena et al, 2014; Otivo, 2015).

El algarrobo es una especie multipropdsito idénea para
realizar programas de reforestacién en las zonas de bos-
ques secos para asi conservar estos ecosistemas y evitar
mas perdida de la cobertura vegetal. Se propaga conven-
cionalmente por semillas, las cuales poseen fuertes cu-
biertas seminales que dificultan su germinacion, y se debe
previamente aplicar algtn tratamiento para poder obtener
una mayor cantidad de semillas germinadas (Passera,
2000; Alban et al., 2003).

Otra alternativa para la produccién de plantulas de Proso-
pis es la propagacion vegetativa, la cual ofrece la ventaja
de propagar individuos selectos de los cuales no se desea
perder sus caracteristicas. Sin embargo, se debe tener en
cuenta la edad de la estaca para mejores resultados de
enraizamiento y ademds la capacidad de enraizamiento
del género Prosopis es muy variable (Passera, 2000; Min-
chala et al., 2014).

Por otro lado, la micropropagacién apoya a los métodos
de propagacion tradicionales ya que permite la propaga-
cién masiva clonal y asi facilitaria los programas de refo-
restacion que se realizan con algarrobo para la conserva-
cion de los bosques secos del norte del Perd. A su vez
permite generar plantones mejorados genéticamente por
lo que establecer el protocolo de propagacién in vitro de
algarrobo, permitira acortar el tiempo en las investigacio-
nes en mejoramiento genético de esta especie y aprove-

Aprobado: mayo 4 de 2020

char la alta variabilidad de las poblaciones naturales para
la propagacion de algdn individuo élite con caracteristicas
deseables de clonar, de acuerdo con los objetivos de las
plantaciones.

En este contexto, el objetivo principal del estudio fue desa-
rrollar un protocolo adecuado para la propagacion in vitro
de algarrobo (Prosopis pallida) a partir de yemas apicales.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del ensayo experimental

La etapa de propagacion in vitro se realizé en el Laborato-
rio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Subdireccion de
Biotecnologia de la Direccion de Recursos Genéticos y
Biotecnologia (DRGB) del Instituto Nacional de Innova-
cion Agraria (INIA), ubicado en el distrito de La Molina,
departamento de Lima, Perd. Mientras que el ensayo para
acelerar la germinacion de semillas se realiz6 en el Labo-
ratorio de Silvicultura de la Facultad de Ciencias Foresta-
les de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

Zona de obtencion del material vegetal

Se empled semillas provenientes de un individuo seleccio-
nado sano de Prosopis pallida de las instalaciones de la
Estacion Experimental Agraria Vista Florida del INIA, ubi-
cado en el distrito de Picsi en la provincia de Chiclayo,
departamento de Lambayeque.

Ensayo preliminar de tratamientos pregerminativos

Con el propésito de definir un tratamiento pregerminativo
que permita acelerar la germinacién de las semillas, se
realizé un ensayo preliminar donde se evalué el efecto de
tres tratamientos para la germinacién de semillas de Pro-
sopis pallida.

Para ello se sembraron las semillas sometidas a los dife-
rentes tratamientos en arena de rio en una bandeja de
siembra, se usaron 20 semillas por repeticién en tres repe-
ticiones por tratamiento. La bandeja se dividié formando
12 espacios de igual medida y la distribucion de las repe-
ticiones dentro de la bandeja se realizé de tal manera de
no tener juntos repeticiones de un mismo tratamiento.
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Protocolo de desinfeccion superficial

Las semillas se sumergieron en agua caliente a 80 °C duran-
te 10 minutos como tratamiento pregerminativo. Luego se
lavaron con detergente comun y se enjuagaron con agua
de grifo seguido de tres enjuagues con agua destilada y se
dejaron remojar en Benomyl (2g/L) durante una hora.

Posteriormente bajo condiciones estériles de camara de
flujo laminar, las semillas fueron sumergidas en alcohol al
70% por un minuto. Se sumergieron en hipoclorito de
sodio en tres concentraciones (1,2; 1,5y 1,8 %) en tres
tiempos de inmersion diferentes (15, 20 y 25 minutos) y
se enjuagaron con agua destilada estéril. Para finalizar se
sembré cada semilla dentro de un tubo de ensayo con
medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) con sa-
carosa (30g/L) y agar (7g/L) preparado previamente. Se
tap6 con papel aluminio y se sell6 con parafilm. Se evalué
el porcentaje de contaminacion y el porcentaje de plantu-
las establecidas en un periodo de 52 dias.

Fase de multiplicacion

Para la multiplicacion se empled el Woody Plant Medium
(WPM) (Lloyd y McCown, 1980) adicionado con sacaro-
sa (30 g/l) y agar (7 g/L). Se trabajé con secciones de
yemas apicales con ambos cotiledones y parte del hipo-
cotilo de plantulas de 2 semanas provenientes de semillas
germinadas in vitro. Se evalud el efecto de Zeatina (ZEA)
y 6- Bencil Amino Purina (BAP) en cuatro concentracio-
nes diferentes (0, 0,5; 1,0 y 1,5 mg/L). Los explantes se
mantuvieron en tubos de ensayo sellados con tapas de
algodon en incubacion a 26 £ 2 °C y con fotoperiodo de
16 horas luz durante 4 semanas. Transcurrido ese periodo
las yemas apicales y axilares se seccionaron y se subcultiva-
ron en el mismo medio de cultivo, e incubaron por 6 sema-
nas. En el caso de la primera siembra de yemas apicales se
evalué la formacion de nudos y la altura de los explantes
mientras que en la siembra de yemas axilares se evalud la
formacion de brotes. Se sembré 10 explantes por trata-
miento, repitiéndose el ensayo tres veces.

Tabla 1. Tratamientos pregerminativos empleados para la
germinacién de semillas de Prosopis pallida.

Tratamiento | Descripciéon
t0 Tratan1iento control
t1 Acido sulfirico al 72% por 10 minutos
t2 Acetona 100% por 10 minutos
3 Agua caliente 80°C por 10 minutos

Fase de enraizamiento

Para el enraizamiento in vitro se empleé el Woody Plant
Medium (WPM) adicionado con sacarosa (30 g/l) y agar
(7 g/L). Se trabajé con microestacas apicales provenientes

de la etapa de multiplicacion. Se evalué el efecto de aci-
do naftalenacético (ANA), acido indolbutirico (AIB) y aci-
do indolacético (AlA) en tres concentraciones diferentes
(0, 0,5 y 1,0 mg/L). Los explantes se mantuvieron en tu-
bos de ensayo sellados con tapas de algodén e incubaron
a 26 £ 2 °Cy con fotoperiodo de 16 horas luz durante 5
semanas. Se evalué el porcentaje de enraizamiento, la
longitud de la raiz principal y el nimero de raices por
explante. En el ensayo se trabajé con 5 explantes por tra-
tamiento, repitiéndose el ensayo tres veces.

Fase de aclimatacion

En la etapa de aclimatacion, las plantulas enraizadas pro-
venientes de la propagacion in vitro se sembraron en pas-
tillas jiffys de turba 99% vy sustrato comercial de turba y
vermiculita en condiciones de invernadero a 24°C y 70%
de humedad por un periodo de 30 dias. Se evalué el por-
centaje de aclimatacién de las plantulas por cada tipo de
sustrato. En el ensayo se trabajé con 10 explantes por
tipo de sustrato, repitiéndose el ensayo tres veces.

Diseno experimental

Para los ensayos en estudio se realizé un andlisis de va-
rianza. Para la comparacion de medias se aplicé la prueba
de Tukey al 5% mediante el programa InfoStat.

RESULTADOS

Ensayo preliminar de tratamientos pregerminativos

La evaluacion de la germinacién de las semillas se realizé
tres dias a la semana por un periodo de 30 dias. En la
tabla 2 se observa que el mayor porcentaje de germina-
cién se obtuvo con el tratamiento de agua caliente
(36,7%) seguido del tratamiento de acetona al 100% con
33,3% de porcentaje de germinacion. Si bien el tratamien-
to con acido sulfidrico al 72% aceleré ligeramente la ger-
minacion (31,7%) no hubo una gran diferencia con el
grupo testigo (30%).

El mejor tratamiento fue el de agua caliente a 80°C duran-
te 10 minutos. Este resultado fue similar al presentado por
Prokopiuk y Chifa (2000) en su trabajo con semillas de
Prosopis alba, quienes obtuvieron con agua caliente un
gran nimero de semillas germinadas. Del mismo modo,

Tabla 2. Porcentaje de germinacién por tratamiento pregermi-
nativo en semillas de Prosopis pallida.

Tratamiento Porcentaje de germinaciéon (%)
10 (Testigo) 30,0
t1 (Acetona 100%) 33,3
© {Acido sulfdrico 72%) 31,7
t3 (Agua caliente 80°C) 36,7
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Sobrevilla et al. (2013), reportaron buenos resultados de
germinacion en semillas de Prosopis laevigata (20%) re-
mojando las semillas en agua a 65 °C durante 8 minutos
indicando que a temperaturas superiores a 70 °C, el agua
caliente afecta al embrién y disminuye la germinacién. Sin
embargo, Judrez et al. (2001), obtuvieron un 60 por cien-
to de germinacién con la aplicaciéon de agua caliente a 80
°C durante 8 minutos en semillas de Prosopis laevigata y
mencionan que para la germinacion adecuada de las se-
millas una temperatura idénea oscila entre los 75 °C y 80
°C y por encima de ello la germinacién disminuye por
dafios en el embrion.

El tratamiento de acetona al 100 por ciento durante 10
minutos presentd el segundo mejor resultado. En investi-
gaciones similares, Prokopiuk y Chifa (2000) obtuvieron
este tratamiento como el mejor para la germinacion de
semillas de Prosopis alba, pero con un tiempo de inmer-
sion de 24 horas, por lo que se podria esperar que el tra-
tamiento es mds efectivo con un mayor tiempo de inmer-
sién, pero con tan sélo 10 minutos si tuvo un efecto im-
portante para la germinacion de semillas de Prosopis palli-
da. De la misma manera, Tapia et al. (2012), no tuvieron
buenos resultados con la acetona al 100% con un tiempo
de inmersion de 30 minutos para Prosopis chilensis. Por lo
que se deduce que la acetona 100% tiene buenos efec-
tos a mayor tiempo de inmersion.

El 4cido sulfdrico al 72% durante 10 minutos no presenté
un gran efecto en la germinacién de Prosopis pallida. Da-
tos similares presentaron Prokopiuk y Chifa (2000) quie-
nes no obtuvieron muy buenos resultados empleando
acido sulfdrico concentrado por 2 minutos y fue uno de
los tratamientos con mas bajos porcentajes de germina-
cion a diferencia de los otros que evaluaron. Sin embar-
go, Tapia et al. (2012), si mostraron buenos resultados

con 4cido sulfdrico al 98 por ciento durante 3 minutos
(95% de porcentaje de germinacion) siendo el segundo
mejor tratamiento que obtuvieron de los nueve que eva-
luaron. A diferencia de ellos, Sobrevilla et al. (2013), pre-
sentaron un bajo porcentaje de germinacion con el acido
sulfdrico concentrado durante 15 minutos. Arévalo
(1998) menciona que mientras mas aumentd el tiempo
de inmersion para el acido sulfdrico concentrado, menor
era el porcentaje de germinaciéon que obtenia, presentan-
do los mejores resultados con un tiempo de 5 minutos.
Por lo que se deduce que una mayor concentracion de
acido implicaria un menor tiempo de inmersién, ya que el
acido afecta también al embrién. Esta informacion es veri-
ficable en la investigacion presentada por Morales et al.
(2019), donde se obtuvo un 100 por ciento de germina-
cion al emplear un tratamiento de acido sulfdrico entre
95-98% por 15 minutos. Los autores mencionan que ma-
yores concentraciones con mas tiempo dafian el embrién
y reducen el porcentaje de germinacion. Al emplear 10
minutos del 4cido sulfdrico con una concentracién de 72
por ciento no se obtuvieron resultados similares a los au-
tores que emplearon una mayor concentracién. Sin em-
bargo, Arévalo (1998) menciona que obtuvo mejores
resultados con agua caliente que con el acido y que no es
un tratamiento tan sugerido por la dificultad de conseguir
este insumo quimico.

Protocolo de desinfeccion superficial

En la tabla 3 se muestra el efecto de los tratamientos de
desinfeccion aplicado a las semillas sobre el porcentaje
de contaminacién y el porcentaje de plantulas estableci-
das. En ambos casos, el efecto de la concentracion de
hipoclorito de sodio y el tiempo de inmersién no tuvieron
diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embar-
go, en el andlisis de medias se observa que el valor mas

Tabla 3. Efecto de diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio y tiempo de inmersién
sobre el porcentaje de semillas contaminadas y establecidas en la germinacién in vitro de Proso-

pis pallida.
Medias con letras distintas difieren significativamente para p < 0,05 segtin prueba de Tukey.
- - Tiempo de e
Tratamiento d':'ggg:gr(';z ) inr(n"(:[i:lsli)én Contaminacion (%) Establt(eg/:l)mento
t1 1,2 15 33 a 500 a
2 1,2 20 13,3 a 36,7 a
t3 1,2 25 6,7 a 36,7 a
t4 1,5 15 6,7 a 433 a
t5 1,5 20 6,7 a 40,0 a
to 1,5 25 6,7 a 333 a
t7 1,8 15 6,7 a 233 a
td 1,8 20 33a 40,0 a
t9 1,8 25 33 a 233 a
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Tabla 4. Efecto del tipo y concentracién de citoquinina sobre el nimero de nudos y la
altura del explante en el cultivo de yemas apicales de Prosopis pallida.
Medias con letras distintas difieren significativamente para p < 0,05 segtin prueba de

Tukey.

Tratamiento | Citoquinina | Concentracién (mg/L) | Nudos (N°) | Altura (cm)
t1 Control 36b 51b
t2 BAP 0,5 24 a 32a
t3 BAP 1,0 22a 24a
t4 BAP 1,5 20a 24a
t5 ZEA 0,5 2,5ab 29a
t6 ZEA 1,0 23a 31:a
t7 ZEA 1,5 2,1a 30a

alto para el porcentaje de establecimiento pertenece al
tratamiento con 1,2 % de hipoclorito de sodio durante 15
minutos. Ademads, se aprecia que a medida que aumenta
la concentracion y el tiempo de inmersién en hipoclorito,
el porcentaje de establecimiento disminuye; encontrando-
se una menor cantidad de plantulas establecidas. En el
caso del porcentaje de contaminacién se observa que
existe una disminucion de la contaminacién conforme
aumentan los tratamientos, a excepcion del tratamiento
con 1,2% NaOCI durante 15 minutos que es uno de los
tratamientos con menores valores de contaminacion.

Medel et al. (2001), evaluaron diferentes técnicas de de-
sinfeccion y concentraciones diferentes de hipoclorito de
sodio para la desinfestacion de embriones maduros en
Ariocarpus fissuratus y obtuvieron una mayor cantidad de
contaminacion cuando sembraron las semillas ya que una
gran parte de los contaminantes (microorganismos) se
encuentran en la testa de la semilla. Como resultado obtu-
vieron que a mayor concentracién de hipoclorito menor
es la contaminacion de las semillas. En el caso del presen-
te trabajo, el tratamiento pregerminativo con agua calien-
te realizado a las semillas antes de ser desinfectadas pare-
ce que eliminé una gran parte de los contaminantes que
se encuentran en la testa, por lo que es razonable que
para la desinfeccion ya no se requiere concentraciones
altas del NaOCI para obtener un menor porcentaje de
contaminacion, lo que daria lugar a que al debilitarse la
testa permita una mayor absorcién del agua a la semilla,
por lo que concentraciones altas podrian dafar al em-
brién y disminuir la cantidad de plantulas establecidas.

Fase de multiplicacion

El efecto del tipo de citoquinina y su concentracion sobre
el nimero de nudos formados y la altura de las plantulas
en el cultivo de yemas apicales de Prosopis pallida se re-
sume en la tabla 4. Se observa que los explantes respon-

den mejor al tratamiento sin citoquininas alcanzando una
mayor cantidad de nudos y altura siendo 3,6 nudos y 5,1
cm, respectivamente. Se observa que existe una diferen-
cia significativa entre los tratamientos. Ademas el explante
no responde adecuadamente conforme se aumenta la
concentracion de BAP o ZEA, disminuyendo los valores
de la cantidad de nudos y la altura de los explantes.

En el trabajo con Prosopis pallida, Flor (2013) presenta la
misma tendencia en la siembra de yemas apicales y obtie-
ne menores valores cuando aumenta la concentracion de
citoquinina. Los datos presentados en esta investigacion
difieren de Flor (2013) ya que este obtuvo como altura
3,31 cm; mientras que en esta investigacion se alcanza-
ron valores hasta 5,1 cm. Esto probablemente a que el
autor empleé como medio de cultivo el MS/2, mientras
que en esta investigacion se trabajé con WPM vy el MS
contiene una gran cantidad de nutrientes y es rico en
nitrégeno generando algunos desordenes fisiol6gicos en
algunas especies. Sin embargo, Tabone et al. (1986), quie-
nes obtuvieron mejores resultados con el medio de culti-
vo MS pero que de igual manera el medio de cultivo
WPM presentaba buenos resultados. Para ambos casos
obtuvieron mejores resultados con el medio de cultivo a la
totalidad de su concentracion. Los datos de la presente
informacién concuerdan con lo presentado por Morales et
al. (2019), quienes obtuvieron mayores valores de altura en
medio de cultivo MS sin reguladores de crecimiento.

Inicialmente se emplearon tapas de papel aluminio, pero
se observé que causaban un desorden en la fisiologia del
explante debido a la hiperhidricidad, problema que tam-
bién present6 Castro et al. (2002), en la propagacion in
vitro de Tectona grandis, mencionando que mayores con-
centraciones de BAP causaban mayores problemas de
hiperhidricidad. Este efecto puede ser causado por condi-
ciones de estrés en la propagacién como por concentra-
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Figura 1. Elongacién de la yema apical a las cuatro sema-
nas en medio libre de citoquininas (izquierda) y con cito-
quininas (derecha).

ciones altas de citoquininas, falta de intercambio gaseoso
en los recipientes o la fisiologia del cultivo con respecto a la
captacion de agua del medio de cultivo. Por este motivo, se
trabajé con tapas de algoddn para el sellado de los tubos.

La tabla 5 muestra el efecto de los tratamientos en la for-
macién de brotes. Se observa que, de igual forma, las
yemas axilares tiene una mayor respuesta con el trata-
miento sin citoquininas alcanzando un valor de 2,4 brotes
y que existe una diferencia significativa entre el tratamien-
to control y el resto de tratamientos.

Tabla 5. Efecto del tipo y concentracién de citoquinina sobre la
cantidad de brotes formados en el subcultivo de yemas axilares
de explantes de Prosopis pallida.

Medias con letras distintas difieren significativamente para p <
0,05 segtin prueba de Tukey.

Tratamiento Citoquinina Concentracién (mg/L) | Brotes (N°)
t1 Control 24b
2 BAP 0,5 12a
t3 BAP 10 09a
t4 BAP 1,5 10a
t5 ZEA 0,5 10a
t6 ZEA 10 10a
t7 ZEA 1,5 0,8 a

Minchala et al. (2014), reportaron 2,8 brotes en promedio
empleando 2,0 mg/L de BAP. Estos resultados difieren de
los mostrados en la presente investigacion lo cual podria
deberse a que el periodo de incubacién fue menor al de
los autores quienes evaluaron a los 90 dias mientras que
en este trabajo se cultivaron los explantes durante 42
dias. Por otro lado, el valor de 2,4 brotes obtenidos es
muy cercano al de los autores empleando solo WPM, lo

que demostraria una mayor eficacia de este medio de
cultivo ante el MS empleado por Minchala et al. (2014).
En la investigacion realizada por Venkatachalam et al.
(2017), se obtuvo una mejor induccion de la brotacion
con medio de cultivo MS y 2.22 umol/l. Los autores tam-
bién mencionan que por encima de esa concentracion de
hormona disminuye la induccién de los brotes en los nu-
dos cotiledonares, lo cual se refuerza con la presente in-
vestigacion ya que se reporta que a mayor concentracion
de BAP se obtienen menor cantidad de brotes. Los datos
presentados también difieren de los resultados obtenidos
por Morales et al. (2019), los autores evaluaron la canti-
dad de brotes y tuvieron como resultados 4.17 £ 0.89
brotes por explante empleando medio de cultivo MS con
4.4 uM BAP en las mismas condiciones y en un menor
tiempo de incubacion, ya que es su investigacion el perio-
do de cultivo fue de 2 semanas. Esta variacion podria de-
berse ya que las diferentes especies del género Prosopis
presentan diferencias fisiolégicas y mientras que en la
presente investigacion se trabajé con Prosopis pallida, los
autores trabajaron con Prosopis laevigata. Esto es reforza-
do por (Arce & Balboa, 1991), quienes mencionan que
las diferencias de resultados de su trabajo con otros traba-
jos pueden deberse a variaciones fisiolégicas entre las
diferentes especies del género Prosopis.

Figura 2. Induccién de brotes a partir de yemas
axilares subcultivadas en medio WPM.

Fase de enraizamiento

La tabla 6 muestra los resultados obtenidos para la fase de
formacion de raices. Para las variables porcentaje de enrai-
zamiento, longitud de raices y nimero de raices, los explan-
tes presentaron mejor respuesta en el tratamiento con 0,5
mg/L AIB con valores de 53,3%, 1,5% y 1,5%, respectiva-
mente. Se observa que existen diferencias significativas en-
tre los tratamientos adicionados con auxinas y el tratamien-
to control para la longitud de raices, y no se observé res-
puesta del explante en medio sin hormona durante el perio-
do de evaluacion. Sin embargo, posterior a este, algunos
explantes en el tratamiento control enraizaron, lo que de-
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Tabla 6. Efecto del tipo y concentracién de auxina sobre el porcentaje de enraizamiento, nimero y longitud de
raices en el enraizamiento in vitro de microestacas de Prosopis pallida.
Medias con letras distintas difieren significativamente para p < 0,05 segtn prueba de Tukey.

Tratamiento Auxina Concentracion (mg/L) en'::izait:::::f% ) l'rg:,'cge':'(g'g;a :;?L::r((::r(r’:;
t1 Control 0a 0a 0a
t2 ANA 0,5 13,3 a 0,2 ab 0,4a
t3 ANA 1,0 26,7 a 0,3 ab 0,7 a
t4 AlB 0,5 53,3 a 15b 15a
t5 AlB 1,0 13,3 a 0,1a 02a
t6 AlA 0,5 13,3a 0,2 ab 0,3a
t7 AlA 1,0 200 a 0,6 ab 0,9a

muestra la necesidad de la adicion de auxinas para mejorar
el enraizamiento. Adicionalmente, sin importar el tratamien-
to se pudo apreciar la formacion de callo en la base de la
microestaca, pero posteriormente se inicié la rizogénesis.
Ademads, que mayores concentraciones de auxinas dismi-
nuian la respuesta de los explantes.

Buendia et al. (2007), obtuvieron 44 por ciento de micro-
estacas enraizadas como mejor resultado empleando
medio de cultivo MS/2. Por lo que el resultado de 53,3
por ciento de enraizamiento obtenido en el presente tra-
bajo explicaria nuevamente un mejor desarrollo de los
explantes en el WPM. Esta diferencia podria deberse al
medio de cultivo empleado por los autores, ya que Tim-
pte (2001) citado por Flor (2013) indica que la concentra-
cion mineral del medio de cultivo MS/2 puede afectar la
sensibilidad de las células para responder al estimulo or-
ganogénico inducido por alguna auxina. Buendia et al.
(2007), emplearon MS/2 donde a pesar de estar a la mitad
de la concentracién adn posee una mayor concentracion
de sales que el WPM, por lo que podria ser un factor que
permite que se obtengan mejores resultados con presencia
de auxinas. Venkatachalam et al. (2017), presenta un 87
por ciento de explantes enraizados en un medio de culti-
vos MS/2 adicionado con 2.68 umol/l ANA+ 0.46 umol/|
KIN+0.59 pmol/l AgNO3. Es interesante indicar que los
autores mencionan que el porcentaje de enraizamento
disminuye conforme aumenta la concentracion de la hor-
mona ANA, lo cual también se puede observar en la infor-
macién presentada ya que a mayor concentracion de auxi-
nas se obtiene un menor porcentaje de enraizamiento.

Flor (2013) present6 una longitud de raiz de 1,10 cm en
el medio de cultivo MS sin la adicién de auxinas.

En la presente investigacion se obtuvieron valores hasta
1,5 cm con el tratamiento con 0,5mg/L AIB, quizds por

Figura 3. Microestaca enraizada.

una mayor efectividad del medio de cultivo WPM respec-
to al medio MS/2 empleado por el autor.

Fase de aclimatacion

Para el tipo de sustrato no hubo diferencias significativas
sobre el porcentaje de aclimatacion y los valores observa-
dos son muy cercados entre ellos (Tabla 7).

El sustrato comercial Premix #8 presenta en su composi-
cién musgo y vermiculita, mientras que las pastillas jiffys
#30 estan compuestas de musgo en mayor porcentaje.

Tabla 7. Efecto del tipo de sustrato sobre el porcentaje de
aclimatacién en el acondicionamiento de plantulas provenien-
tes de la micropropagacién de Prosopis pallida.

Medias con letras distintas difieren significativamente para p <
0,05 segtin prueba de Tukey.

Sustrato Porcentaje de aclimatacién (%)

Jiffys 93,3 a
100 a

Sustrato comercial

Micropropagacién de Prosopis pallida (Humb &Bonpl. Ex Willd.) Kunth a partir de yemas apicales



Figura 4. Plantulas de Prosopis pallida provenientes del culti-
vo in vitro.

Buendia et al. (2007), presentaron resultados de 100 por
ciento de plantulas aclimatadas de Prosopis laevigata en
un sustrato con la misma composicion que el premix. Del
mismo modo, Minchala et al. (2014), obtuvieron un 90
por ciento de aclimatacién de plantulas de Prosopis limen-
sis en un sustrato de turba con suelo negro y un bajo por-
centaje de aclimatacién en un sustrato 100% de turba
como se presenta en el presente trabajo. Mientras que
Venkatachalam et al. (2017), obtuvieron un 70% de por-
centaje de supervivencia aclimitizando los explantes en
vasos con arena y suelo (1:1) antes de colocarlos en el
invernadero para su desarrollo.

CONCLUSIONES

Este trabajo describe un ensayo de tratamientos pregermi-
nativos, un protocolo de desinfeccion superficial de semi-
llas para la germinacion in vitro y un protocolo para la
micropropagacion de Prosopis pallida a partir de yemas
apicales. Se ha logrado un porcentaje de germinacion de
36,7% en cuatro semanas con la inmersién de las semillas
en agua a 80°C durante 10 minutos. Para la propagacion
in vitro se logré 2,4 brotes inducidos por yema axilar y
una formacién de 3,6 nudos axilares por cada yema api-
cal cultivada. Durante la fase de enraizamiento se ha lo-
grado 53,3% de microestacas enraizadas y el 100% de
plantulas aclimatadas.

Estos resultados son importantes como inicio de investiga-
ciones de propagacion in vitro de Prosopis pallida ya que
permiten la conservacion de la especie debido a que se
estan perdiendo poblaciones de esta especie. Ademas, es
un inicio para futuros programas de mejoramiento genéti-
co de Prosopis pallida en el Perd, para mantener las carac-
teristicas genéticas de individuos seleccionados y evitar la
alta variabilidad genética en esta especie.
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