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RESUMEN

La germinacion de semillas de balsa (Ochroma pyramidale) in vitro es una herramienta util
para la conservacion y multiplicacion de especies forestales de importancia economica,
mediante la utilizacion de técnicas de cultivo in vitro. El principal objetivo fue: evaluar la
germinacion de la semilla y sus pardmetros morfoldgicos en plantulas de balsa en
condiciones in vitro con cuatro medios de cultivo. En el que se utilizé material de arboles
semilleros certificados, las cuales se las sometio a la desinfeccion que se realizé con un
medio estdndar mediante inmersion de las semillas en alcohol por 1 minuto, y en una
solucién de cloro comercial al 20% por 20 minutos, luego se realizé cuatro enjuagues con
agua destilada estéril; técnica que mostré un alto indice de contaminacion después de 6 dias;
por esa razon, se modificé el procedimiento de desinfeccidn de semillas mediante la adicién
de dos tipos de fungicidas Evito T y Thachigaren 36% LS arazén de 0,3 g.L %, cuatro minutos
antes de concluir el proceso de desinfeccion con la solucién de cloro comercial. Lograndose
un medio de cultivo axénico hasta los 30 dias de observacién. Se probé cuatro tratamientos,
con MS a dosis (4,43 g.L %) y diluida (2,215 g.L™), como medio liquidos y semisolidos con
agar para la germinacion de semillas, destacandose que el mejor tratamiento fue MS liquido
con una dosis (4,43 g.L 1), con plantulas de mejor area foliar, con mayor desarrollo del tallo
y raices que fueron producidas con la finalidad de llevarlas a procesos de micropropagacion

in vitro para continuar con investigaciones biotecnoldgicas.

Palabras claves: Germinacioén, cultivo, in vitro, semillas, contaminacion,
tratamientos.
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ABSTRACT

The germination of balsa seeds (Ochroma pyramidale) in vitro is a useful tool for the
conservation and multiplication of forest species of economic importance, through the use
of in vitro culture techniques. The main objective was: to evaluate the germination of the
seeds and its morphological parameters in balsa seedlings under in vitro conditions with four
culture media. The disinfection was performed with a standard medium by immersing the
seeds in alcohol for 1 minute, and in a 20% commercial chlorine solution for 20 minutes,
then four rinses were made with sterile distilled water; technique that showed a high
pollution index after six days; for that reason, the seed disinfection procedure was modified
by adding two fungicides: Evito T and Thachigaren 36% LS, at a dose of 0,3 g / |, added
four minutes before concluding the disinfection process with the commercial chlorine
solution. It was achieved an axenic culture medium after 30 days. Four treatments were
tested, with MS media at full dose and diluted at 50%, as liquid and semi-solid culture media
with agar for seed germination, highlighting that the best treatment was liquid MS with a
full dose. that will produced seedlings of better foliar area, with greater height development
of the stem and longer roots, in order to take them to in vitro micropropagation processes

and to continue with biotechnological investigations.

Keywords: Germination, cultivation, in vitro, seeds, contamination, treatments.
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION

La balsa, Ochroma pyramidale (Cav. ex. Lam.) Urb., es nativa de Sudamérica y
frecuentemente se la encuentra en areas intervenidas o degradadas (Rojas, 2011), ya que es
uno de los arboles forestales que posee gran demanda a nivel internacional, la cual se cultiva

de forma natural en especial en la selva subtropical del Ecuador.

La balsa es uno de los recursos forestales y maderables de mayor aprovechamiento, siendo
de gran importancia econémica para el pais, por lo tanto, esta especie ha alcanzado casi el
95% de la cosecha mundial y hoy en dia, a la madera se le da muchos usos comerciales y
artesanales (Butterfield, 1995), que son fuentes de sustento de varias familias ecuatorianas
tanto de la costa y la amazonia en donde se encuentran las caracteristicas climaticas idoneas

para el crecimiento y desarrollo de esta especie de interés comercial.

El Ecuador tiene caracteristicas ambientales, de altitud y clima que han permitido el
desarrollo de la balsa con caracteristicas apreciadas y se ha convertido en una de las maderas
maés solicitadas por los principales exportadores del pais, siendo asi que casi un 10% sea de
consumo interno y el resto se exporte a 45 paises del mundo (Parra, 2015). Muchas especies
forestales han disminuido su tala y otras han crecido en su aprovechamiento forestal, como
es el caso de la balsa, que es un recurso maderero que no se ha cuidado con el establecimiento
de plantacionesy esto ha conllevado al aparecimiento de una serie de factores adversos como
agentes patogenos, el cambio del climay la perdida de semillas que perjudican a este recurso

que es una fuente de economia del pais y de la regién amazonica.

Por lo que la balsa es una especie requerida por sus caracteristicas de rapido crecimiento,
por tener un fuste limpio, corteza lisa, de hojas simples; alternas dispuestas en espiral de
frutos capsulares alargados dehiscentes con semillas de forma esféricas, en donde la
germinacién de las semillas es un proceso fisiologico complejo (Méndez, 2000); debido a
que los mecanismos que regulan la germinacion estan bajo presion, por la variacion que
tienen las semillas en funcién a sus condiciones de habitat, asi como por las caracteristicas
fisicas o quimicas que presenta el tegumento y su estructura sean dificiles de germinar con
porcentajes bajos de 10% en semillas sin tratar (Beihefte, 1920), llegando a limitar la

reproduccion y propagacion de esta especie (Rodriguez, Valdés y Rodriguez,2012).



1.2 JUSTIFICACION

De acuerdo con Lépez (2014), en la Amazonia ecuatoriana se encuentra una variedad de
especies forestales extraordinarias, con alto valor natural y econémico, conocidas entre las
comunidades amazonicas con diferentes usos, tomando importancia las especies que tienen
un crecimiento rapido y con madera que presente facilidad para ser trabajada, pues generan
una fuente de ingresos para los artesanos de estas comunidades. Muchas de las especies
forestales estan siendo afectadas por la sobreexplotacion del recurso maderero, por agentes
patégenos, por cambios climaticos y por la pérdida de semillas a causa de su
aprovechamiento como alimento por los animales del bosque, condiciones que estan
perjudicando a algunas de estas especies en cumplir su proceso fisioldgico en especial, el de
la germinacion de sus semillas, peligros que llevan casi a su extincion; por lo tanto, se esta
implementando técnicas que permitan reproducir y masificar a las especies forestales como

es el caso de la balsa que se utiliza en comunidades indigenas amazonicas.

Ochroma pyramidale, es una especie forestal tropical; admirada por su belleza, tamafio de
hojas y en especial por su tallo que tiene una calidad de madera que es facil para cortar y
tallar, es liviana, pero mantiene una relacion de materia prima resistencia-peso, por lo que
se utiliza en la construccion de embarcaciones, maquetas, instrumentos musicales,
embalajes, en la industria para la fabricacion de palas aerogeneradoras, artesania, entre otros
usos que hacen de esta, una especie atractiva para establecerla como un cultivo que genera

buenos ingresos econdmicos (Jiménez et al.,2017).

La balsa es originaria de la Amazonia ecuatoriana y esto ha sido muy discutido, entre las
comunidades y regiones, ya que las semillas de balsa muchas veces, salen de la Amazonia a
las zonas costeras, para mantener estos cultivos que son de rapido crecimiento y de diferentes
usos entre las comunidades, pues posee la cualidad de madurar temprano fisiolégicamente y
por lo tanto es utilizada para su aprovechamiento y reforestacion de zonas afectadas por la
tala de bosques en nuestro pais, en la que la explotacién forestal genera un gran impacto

sobre la biodiversidad.

Parra (2015) sefiala que la balsa ecuatoriana por sus caracteristicas ambientales, de altitud y
clima es considerada la mejor y es una de las més solicitadas para exportacion siendo el
Ecuador el principal exportador con 80 y 90% del volumen exportado, dandole al pais un
incentivo y crecimiento en la produccion de la balsa, esta se destina para el consumo interno

en el Ecuador el 10% vy el resto se dirige para la exportacion a cerca de 45 paises.



Las semillas debido a las caracteristicas fisicas y quimicas del tegumento muestran
estructuras y consistencia compactas e impermeables al agua y gases, que inhiben de forma
mecanica y quimica la germinacion, por lo que es una limitante en la propagacion de
especies, que poseen semillas con tegumento de este tipo una vez deshidratada pierde la
viabilidad (Rodriguez et al., 2012); las semillas cumplen una serie de procesos fisiologicos
para entrar en el proceso de latencia y la germinacion solo se produce cuando hay
rompimiento del tegumento, en el caso de las semillas de balsa esté cubierta por una lana
amarillenta y sedosa también poseen un tegumento duro (Rojas y Torres, 2019) condicién
que no permite a las semillas fijarse facilmente al suelo, por lo que estudios de procesos de
germinacién in vitro a traves de semillas estan ayudando a esta especie forestal para

reproducir y masificar a la balsa (Rodriguez et al., 2012).

Una de las alternativas que se propone para ayudar a las especies forestales es a través de la
germinacion in vitro de semillas, las cuales se colocan en condiciones Optimas y con
procesos de desinfeccion que permitan mantener la sanidad de las especies forestales y
favorecer un oOptimo desarrollo; también ayuda a conservar plantulas con variabilidad
genética para la conservacion de germoplasma de arboles semilleros y ademas es un método
que permite la germinacion de semillas que de forma natural no lo hacen o son muy dificiles
en condiciones normales, manejando especies que tienen un alto valor ecoldgico y
econdémico como es el caso de la balsa, y también se destaca la ventaja que en la germinacion
in vitro se puede realizar procesos de germinacién en grandes cantidades, reducir el tiempo
y homogenizarla (Rojas y Torres, 2009). Ademas, lograr plantas de balsa germinadas en
condiciones asépticas permitiria, pasar a procesos de micropropagacion sin que la

desinfeccion de las yemas apicales o internodales sea una limitante.

1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El arbol de balsa (Ochroma pyramidale) crece de forma natural en el Ecuador y su
produccion es una fuente econdémica para el pais, por lo que su consumo se ha incrementado,
gracias a las caracteristicas que representa esta madera y su crecimiento rapido, por lo que
los rodales existentes en la Amazonia son de regeneracion natural en su mayoria. Pero
cuando se plantea la siembra de balsa, muchas veces se lo hace en lugares sin tomar en cuenta
las condiciones que requiere y a su vez el manejo a las semillas que tienen una cosecha
estacional de agosto a octubre no siempre proviene de arboles semilleros ni fue seleccionada
en funcion de los parametros para la produccion de la misma, ademas que al tratar de

conservar la semilla esta va perdiendo su poder germinativo a causa de la deshidratacion y
3



dafio del embridn, por lo que disminuye el porcentaje de germinacion, pero ademas existen
reportes sobre el aparecimiento de agentes patdgenos que perjudican este proceso o dafian
la semilla impidiéndola germinar, se han hecho varias investigaciones sobre escarificacion
de semilla para mejorar su capacidad germinativa y procesos de micropropagacion en
condiciones de la Costa utilizando yemas apicales cuyo proceso de desinfeccion para la

introduccion in vitro ha sido complicada.

1.4 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Como obtener plantulas de balsa (Ochroma pyramidale) germinadas in vitro con la

influencia de cuatro medios de cultivo Murashige y Skoog (MS) modificados?

1.5 OBJETIVOS
1.5.1 General

Evaluar la germinacion de la semilla y sus parametros morfoldgicos en plantulas de balsa
Ochroma pyramidale (Cav. ex Lam.) Urb. en condiciones in vitro con cuatro medios de

cultivo.

1.5.2 Especificos
e Describir el ciclo de germinacion de la semilla O. pyramidale en condiciones in vitro
con cuatro medios de cultivo.

e Evaluar los parametros morfoldgicos en plantulas de balsa en condiciones in vitro de

acuerdo al medio de cultivo.



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION

2.1 ANTECEDENTES

Ochroma pyramidale es una especie forestal y maderera que a través del tiempo ha mostrado
un gran crecimiento en mercados nacionales como internacionales, en el Ecuador se cultiva
de manera natural y para reforestaciones en especial para selvas o fincas agroecoldgicas, por
lo tanto se ha convertido en uno de los rubros econémicos de importancia para el pais; siendo
conocida como balso ecuatoriano, ya que alcanzé un alto nivel de desarrollo, desde su
reforestacion hasta su posterior transformacion, otorgandole asi ser una de las maderas de

calidad reconocidas a nivel mundial (Gonzales et al., 2010).

Garcia et al., 2017 sefiala que el Ecuador posee mas de 20 000 hectareas de plantaciones
entre bosques naturales y reforestados que permiten cubrir la demanda de esta especie, que
es una excelente opcion para un inversor a corto plazo debido a que la balsa es una especie

muy demandada y gracias a los usos que se le da a esta madera.

También por sus caracteristicas como una altura de 18 a 25 m, tener un tronco cilindrico y
recto, con corteza lisa por lo que es un recurso de explotacion, que constantemente se esta
regenerando en regiones en las que se las cultiva para procesarlas y cultivarlas
posteriormente (Moral, 2013). Pues es un recurso renovable en el que la tala no dafa al
medio ambiente, ni se encuentra en vias de agotamiento como recurso natural o en peligro
de extincion, sino al contrario va aumentando su demanda y mejorando su disponibilidad

afo tras afo.

Por lo que es importante destacar que no se ha investigado sobre temas de reproduccion, ni
plantacion in vitro de balsa y otras especies de importancia en la Amazonia, que son una
fuente de sustento para las familias a traves de diversas transformaciones que los pueblos
locales e indigenas amazénicos le dan a la especie forestal, que les permita mejorar su calidad
de vida y conocer alternativas de siembra de esta especie, la cual tiene una de las mejores
cualidades que a nivel del pais es muy solicitada, por un sinnimero de cualidades que la
hacen superior a muchos productos que permiten generar ingresos a los pueblos amazonicos
y que sean alternativas de regeneracion para mantener fincas ecoldgicas sostenibles y
sustentables a traves de procesos biotecnoldgicos en la balsa.



2.2 BASES TEORICAS

2.2.1 Descripcion de la especie y clasificacion taxondémica

Ochroma pyramidale es conocida cominmente como balsa, guano, corcho, lana, pau de
balsa y bois flot, es una planta colonizadora importante para el realce del bosque secundario.
Es una especie de crecimiento rapido produce una madera de muy baja densidad que se usa

para juguetes, artesanias, chapas de interiores y material aislante (Urbano,1920).

Segun Whitmore y Wooh-Khoon (1983) presenta la siguiente clasificacion: Reino: Plantae,
division: Spermatophyta/Magnoliophyta, clase: Magnoliopsida, orden: Malvales, familia:
Malvaceae (Bombaceae), género: Ochroma, especie: pyramidale. Nombre cientifico:

Ochroma pyramidale (Cav. ex Lam.) Urb.

2.2.2 Generalidades de la especie

El &rbol de O. pyramidale alcanza hasta 30 m de altura a 70 m de DAP, también presenta
un fuste limpio, de corteza lisa y un color grisaceo a café con manchas blanquecinas de
tronco recto y cilindrico con raices tablares grandes y en profundidad las raices son
fasciculares, de hojas simples y alternas dispuestas en espiral, pubescentes por el peciolo
casi del tamafio de la lamina foliar; presenta flores grandes, blancas y campanuladas, los
frutos capsulares alargados dehiscentes con semillas de forma esférica de 4 a 5 mm de
diametro rodeadas por una lana (Jiménez et al., 2017). La germinacion de las semillas es un
proceso fisioldgico causado por la imbibicién de agua después de los posibles mecanismos
de latencia y la velocidad de germinacion ocurre en la mayoria de las especies que se
reproducen por semilla por lo que las condiciones ambientales y los microrganismos

influyen en la germinacion, crecimiento y desarrollo de la balsa.

2.2.3 Condiciones de adaptacion
Vinueza (2012) menciona que las condiciones que requiere la balsa para su adaptacion son
altitud, climay suelos:

Altitud: Crece en forma adecuada de 0 a 1800 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.)

Clima: Requiere de una temperatura media de 20 a 28°C, lluvia anual: 1000 a 4000 mm. Es
exigente en luz y tolera periodos de sequia de hasta 4 meses, solo cuando la humedad

atmosférica no es menor a 75%.



2.2.4 Aspectos fenologicos de la especie

La balsa tiene un follaje perennifolio y una floracion que dura 6 meses, son solitarias, las
flores son hermafrodita, vistosas, fragmentadas, grandes, de 10-15 cm de largo y 7-9 de
didmetro, con pétalos blanquecinos a amarillo palido con bordes marrén, los frutos se

recolectan entre los meses de julio a octubre (Directorio Forestal Maderero (DFM), 2018).

2.2.4.1 Semillas

Las semillas de balsa deben ser almacenadas o conservadas en lugares con buena aireacion,
su dispersion es ornitoquiropterdcora por aves o murciélagos frugivoros, las semillas llegan
a germinar 8 dias como promedio y muestran un 70% de germinacién. La recoleccion o
extraccion de frutos se cosechan semiverdes y al secarse al rayo del sol adquieran un color
café-rojizo, el cual se obtiene al quinto dia. Las semillas no requieren tratamiento

pregerminativo, solo se lavan y se secan (Beihefte, 1920).

2.2.4.2 Forma de la semilla

Las semillas de balsa son abundantes en las capsulas recubiertas de lana, son de forma

ovoide, de 3 a 5 mm de diametro (Villareal et al., 2012).

2.2.4.3 Produccion y diseminacion

Las capsulas que contienen la semilla cuando maduran se rompen en 5 partes, exponiendo
una masa de fibras blancas y sedosas, en donde se encuentran las pequefias semillas de color
café-rojizo, se contd un promedio de 950 semillas por cdpsula y éstas son acarreadas por el
viento y probablemente por el agua; también, las semillas no se ven dispensadas mucho méas
alla de la extension de la copa de los arboles (Francis y Lowe, 2000), pero también se

dispersan a través de aves y murciélagos (Beihefte, 1920).
2.2.4.4 PRETRATAMIENTO DE LAS SEMILLAS

La capacidad de germinacion en las semillas de balsa no tratadas es baja, para lograr mejores
resultados se recomida tratarlas con agua hirviendo por 30 a 60 segundos dejando las
semillas en agua hasta que se enfrien por 15 minutos (DFM, 2018). Sin embargo, se han
probado también tratamientos pregerminativos fisicos como la escarificacion por medio del

lijado de las semillas (Jiménez et al., 2017)



2.2.45 GERMINACION Y CRECIMIENTO

La germinacion de la O. pyramidale sin tratamientos en condiciones naturales, presenta una
tasa de germinacion baja de 10 a 15%, esta inicia a los 7 dias después de sembrada y finaliza
de 12 a 20 dias después y en semillas tratadas llega a germinar hasta 70% e inicia a los 3 0
4 dias después de la siembra (DFM, 2018).

2.2.4.2 Propagacion

Vinueza (2012) y Beihefte (1920) alegan que la balsa al ser hermafrodita muestra dos tipos
de reproduccion: reproduccion asexual: Dificil propagacion por esquejes, inexistente en
algunos casos, estudios preliminares de micropropagacion y la reproduccion sexual por

semilla para la obtencion de plantulas.

2.2.5 Importancia ecolégica

Es una especie secundaria, muy apropiada para introducir su cultivo en zonas de vegetacion
secundaria y terrenos abandonados (producto de roza-tumba-quema). Forma generalmente
rodales puros (Beihefte, 1920).

2.2.6 Germinacion de semillas

La germinacion inicia con la entrada del agua a la semilla (imbibicion) y finaliza con el
comienzo de la elongacion de la radicula. En condiciones de laboratorio, la posterior rotura
de las cubiertas seminales por la radicula es el hecho que se utiliza para considerar que la
germinacion ha tenido lugar (criterio fisiologico). En cambio, en el campo no se considera
que la germinacidén ha finalizado hasta que se produce la emergencia y desarrollo de una

plantula normal (Pita y Pérez, 1989).

Las planulas de balsa poseen germinacion epigea, pues los cotiledones emergen del suelo
debido de un considerable crecimiento del hipocoétilo (porcién comprendida entre la radicula
y el punto de insercion de los cotiledones). Posteriormente, en los cotiledones se diferencian
cloroplastos, transformandolos en érganos fotosintéticos y, actian como si fueran hojas.
Finalmente, comienza el desarrollo del epicotilo (porcidn del eje comprendida entre el punto

de insercion de los cotiledones y las primeras hojas) (L6pez, 2014).



2.2.7 Tipos de semillas

2.2.7.1 Semillas ortodoxas

Las semillas ortodoxas adquieren tolerancias a la deshidratacion durante su desarrollo y
pueden almacenarse en estado seco, por periodos predecibles y bajo condiciones especificas.
A no ser que estén debilitadas por hongos con tolerancia cero en almacenamiento, las
semillas deben mantener un alto vigor y viabilidad por lo menos desde la cosecha hasta la
siguiente temporada de cultivo. Por lo que cualquier semilla que no se comporte de esta
manera no es ortodoxa y de hecho las semillas de un gran nimero de especies tropicales

pueden ser no ortodoxas o ser intermedias (Pefia, 2018).

2.2.7.2 Semillas recalcitrantes

Son aquellas que pasan por un corto o ningun secado de maduracion, y permanecen sensibles
a la deshidratacion, tanto en desarrollo como en su desprendimiento, sin embargo, esta
situacion es mucho méas compleja debido a la amplia gama de variabilidad entre semillas
recalcitrantes, ya que al poco tiempo de ser colectadas y extraidas del fruto pierden la
viabilidad y ya no germinan y si se va a multiplicar hay que ponerlas a germinar muy rapido

para que no se pierdan (Pefia, 2018).

2.2.8 Aplicaciones de la germinacién in vitro de semillas

Lopez (2014) manifiesta que la germinacién de semillas bajo condiciones controladas que
simulan los pardmetros 6ptimos naturales, ya que, en muchas ocasiones, es dificil hacerlo en
condiciones normales. Por otra parte, muchas semillas se encuentran en estado de dormicién
y en condiciones controladas en el laboratorio es posible romper esa dormicion y estimular

su germinacion, esto a través de un medio de cultivo aséptico.

2.2.9 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro de plantas o tejidos vegetales se define como el cultivo sobre un medio
nutritivo, en condiciones estériles de partes de una planta, semillas, embriones, érganos,
explanes. Se caracteriza porque ocurre a micro escala sobre una superficie pequefia, se
optimiza las condiciones ambientales y ademas se elimina por completo la presencia de

microorganismo y organismos patdgenos o plagas (Pierik, 1990).

Segun Roca y Mroginski (1993) las técnicas de micropropagacion se agrupan en cinco etapas
definidas: la etapa cero en la que selecciona el material con el que se va a trabajar, la etapa



uno o de establecimiento, la etapa dos de multiplicacion, etapa tres de enraizamiento, y la
etapa cuatro denominada acondicionamiento y aclimatacion o plantas vigorosas trasferencia
final a campo se realizan con la finalidad de obtener plantas vigorosas. Pierik (1990) reporta
que las técnicas de cultivo de semillas in vitro dan un giro en la experimentacién debido a
modificaciones que se realizan en el cultivo in vitro de las semillas con la finalidad de
obtener plantulas sin contaminaciones y poder utilizarlas como explantes para la fase uno de

multiplicacion o proliferacion dentro la micropropagacion.

2.2.10 Medio de cultivo

Una vez que se ha determinado el objetivo del cultivo in vitro es necesario seleccionar un
medio de cultivo que contenga todos los elementos necesarios para obtener la respuesta

deseada, estos pueden ser semisolidos o liquidos.

En lo que un medio de cultivo debe ser fuente de carbono, nutrimentos minerales, vitaminas,
agente gelificarte, reguladores de crecimiento entre otros compuestos. Por cuanto a los
nutrimentos minerales se deben incluir macroelementos como el carbono, hidrégeno,
oxigeno, fosforo, potasio, nitrégeno, calcio, magnesio y azufre, y los microelementos como
el boro, zinc, manganeso, cobre, molibdeno, hierro, cloro; también las vitaminas son un
elemento mas del medio de cultivo, pero no son indispensables (Roca y Mroginski, 1993).
Por lo que se utiliza como medio estandar Murashige y Skoog (1962) por ser el mas completo
cuya constitucion quimica se resume en la tabla 1. Ademas, hay que considerar la inclusion
dentro de este medio de las vitaminas que son cuatro mioinositol, acido nicotinico, piridoxina

y tiamina HCI.
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Tabla 1: Compuestos quimicos empleados en el Medio MS

Compuestos (mg 1) Murashige y Skoog (MS)
NHs NOs 1,659.L*
KNO3 19¢.L1
MgS04.7H,0 0,37 g.L1
CaCl; 0,33g.L?
KH2 PO4 0,17 mg.L?
H3BO3 6,2 mg.L?
MnSQas. 4H,0 22,3mg.L?
ZnS04. 7TH,0 83,6 mg.L?
Naz M00..2H,0 025 mg.L?
CuSo4. 5H20 0,025 mg.L*
CoCl2.6H20 0,025 mg.L*
Kl 0,83 mg.L*
FeS04.7H,0 27,85 mg.L?
Na, EDTA.2H0 37,27 mg.L?

FUENTE: Pelacho, Closas y Sanfeliu, 2005.

2.2.10.1 Agente gelificante

La propiedad de un agente gelificante primordialmente es que resiste la esterilizacion por
medio del autoclavado; los agentes gelificantes utilizados en el cultivo in vitro de organismos
vegetales son agar, agarosa, Gelrite y Phytagel (Bhojwani & Razdan, 1996). Debergh, 1982
menciona que los medios semisélidos cominmente se adiciona agar (0,6% a 1,0%), en lo
que se debe tomar en cuenta la presencia de impurezas de la naturaleza, la marca comercial
y concentraciones del agar pueden alterar las respuestas in vitro de los cultivos (Roca &
Mroginski, 1991).

2.2.10.2 pH del medio

El pH es importante ya que interviene en la solubilidad de las sales, disponibilidad de
nutrientes y la gelificacion adecuada del medio (Sathyanaraya, 2007). EI pH del medio debe
ser ajustado antes de ser autoclavado, a valores comprendidos entre 5,5y 6,0; la variacion
en el valor del pH se logra afiadiendo pequefias cantidades de diluciones preparadas,

principalmente de NaOH O HCI, a concentraciones 0,1 0 1,0 N. Un medio de cultivo que su
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pH es inferior a 5,5 no gelifica apropiadamente, uno con pH a 6,0 es demasiado firme (Paul,
2012).

2.2.10.3 El recipiente de cultivo

El recipiente es importante para evitar contaminaciones, ya el aire debe estar libre de
patdgenos, para lo cual se lo esteriliza mediante autoclavado y son sellados con tapas que
permiten el intercambio gaseo (Pérez, 2006).

2.3 Experiencias de germinacion de semillas in vitro

Existen un sinnimero de trabajos sobre germinacion de semillas in vitro mayoritariamente

en orquideas, pero se destacan algunos con especies forestales:

Se destaca el estudio de Dendrocalamus strictus (Rosb.) Nees en la que estas semillas
mantienen su poder germinativo solo por periodos cortos de tiempo, en donde se determind
el efecto a diferentes concentraciones y tiempos de desinfeccion con hipoclorito de sodio
por 20 y 30 min en las que se evalud el numero de semillas germinadas y libres de

contaminantes microbianos a los 10 dias de cultivo (Garcia-Ramirez et al., 2007).

Otra experimentacion ademas de la desinfeccion probo que la micropropagacion vegetal es
una herramienta Util para la conservacion de especies en riego de extincién, como es el caso
de Cinchona, planta de la que se extrae la quinina, con el objetivo de estudiar la propagacién
como es el caso de la Cinchona officinalis L cuya semilla se desinfecté con hipoclorito de
sodio a diferentes concentraciones y tiempos de inmersion, previa a la siembra en medio de
cultivo MS semisélido suplementado con GA con la finalidad de obtener el mayor porcentaje

de germinacion sin contaminacion (Lima et al., 2018).

En lo que respecta a investigaciones que realicen la germinacion in vitro podemos encontrar
la investigacion de las pasifloras cultivadas in vitro, ya que esta investigacion tiene fines de
utilizar a las plantas logradas por la germinacion como explantos para la micropropagacion,

sometiéndolas a la alternancia de temperatura (Severin et al., 2004).

Asi tambien las investigaciones a base de la germinacion in vitro de Moringa en la que se
sembré dos experimentos de germinacion con y sin testa en medios basales liquidos
compuestos de agua (control) y sales de Murashige y Skoog (MS) en su concentracion
original o diluido al 50 y 25%, con 0, 15y 30 g I-1 de sacarosa. Se evaluaron los porcentajes

de germinacidn, indicadores de vigor y crecimiento en plantulas. (Luna, 2019).
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CAPITULO 11
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 LOCALIZACION

Las actividades referentes a la germinacion in vitro de semillas de balsa se realizaron en los
laboratorios de Biologia y Biotecnologia de la Universidad Estatal Amazonica, ubicados en
la sede Central de la misma, en la ciudad de Puyo, Km 2,5 de la via Puyo Tena; y, en el
Centro de Investigacion, Posgrado y Conservacion (CIPCA), localizado en el Canton
Arosemena Tola, Provincia de Napo; en el Km 44 via Puyo — Tena, respectivamente. Los
dos laboratorios constituyen espacios estratégicos para la investigacién en temas

biotecnoldgicos (Andnimo, 2017).

Figura 1: Ubicacion del experimento

Fuente: Viera, 2019.

3.2 CONDICIONES CLIMATICAS

Los laboratorios estan climatizados y mantienen una temperatura constante de 22 °C con un

porcentaje de humedad relativa que oscila alrededor del 80%.

3.3 TIPO DE INVESTIGACION

La investigacion fue de tipo experimental ya que integré actividades metodolégicas, bajo
condiciones de laboratorio para el proceso de germinacién in vitro de semillas de balsa

utilizando cuatro medios de cultivo diferentes.
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3.4 METODOS DE INVESTIGACION

El método de investigaciéon utilizado fue también experimental pues integra en el proceso un
disefio completamente aleatorizado, en el que se mide la causa y efecto, a traves de las
variables independientes y dependientes respectivamente, como sucede en esta
investigacion, donde se evalud la germinacion de las semillas y los parametros morfol6gicos
de las plantulas, bajo condiciones controladas del laboratorio, en los cuatro tratamientos
constituidos por medios de cultivo MS en donde se modificé la concentracion de las sales y

por la presencia o ausencia de agar en el medio como agente gelificante.

3.5 MUESTRAS VEGETALES Y TRATAMIENTOS

Se trabajé con semillas de balsa de arboles semilleros desinfectadas con Vitavax ®. Para la
germinacion in vitro, las semillas fueron cultivadas en cuatro medios de cultivo con sales
Murashige y Skoog (MS) modificados: se empled la concentracion estandar del medio que
corresponde a 4,43 g.L y otra en la que se utiliz6 el 50% de esta concentracion equivalente
a 2,215 g.L* por dos contenidos de agar a razon de 0,6% y 0% correspondientes a medios
gelificados y liquidos en cada caso. El esquema del experimento con un disefio

completamente aleatorizado, se resume en la tabla 2.

Tabla 2: Tratamientos producto de la combinacion de la concentracion de sales MS y dosis

de agente gelificante.

Tratamientos Medio Agente gelificante
T1 MS (4,43 g) Agar (0,6%)
T2 MS (4,43 ) Sin Agar (0)
T3 MS (2,215 g) Agar (0,6%)
T4 MS (2,215 ) Sin Agar (0)

Elaborado: Viera, 2019.

3.6 DISENO EXPERIMENTAL

Para la investigacion se analizo los datos mediante un disefio completamente aleatorizado,
el cual tiene 4 tratamientos con 10 unidades experimentales por cada uno, con cinco semillas

dentro de cada frasco. Los datos de las variables evaluadas fueron sometidos al analisis de
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varianza (ANOVA) como se detalla en la ecuacion 1y la separacion de medias se efectud a

través de la prueba de rango multiple de Tukey, para el valor p < 0,05.

Ecuacion 1: Formula del disefio completamente aleatorizado

yij=p+Tit+fij
p: media general
Ti: Efecto de los tratamientos con diferentes dosis de MS.

£ij: Error atribuible a la germinacion

Fuente: Garciay Leal, 1998.

3.7 METODOLOGIA

Como fase preliminar se realizd pruebas de germinacion de las semillas de balsa disponibles,
para determinar el poder germinativo de las mismas y el comportamiento previo. En el cual
se puso a germinar 60 semillas divididas en tres cajas Petri, con 20 semillas en cada una, con
una cama de algodén, embebida con agua, a estas se las vigilé por un periodo de 15 dias

(anexo 1).

En el experimento 1, se prob6 medios MS a razén de 4,43 g.L, azlcar al 3% semisélidos

con agar al 0,6% y liquidos sin agar (Tabla 2).

Debido al elevado porcentaje de contaminacion se plante6 el experimento 2, en el que se
decidié eliminar el azlcar y probar medios MS con 4,43 g.Lty 2,215 g.L %, liquidos (sin
agar) y semisolidos con agar a dosis de 0,6% (Tabla 2). Pero ademas se limpi0 el laboratorio,
se retiraron los frascos contaminados que se autoclavaron previo al lavado y se repitié el

procedimiento.

En el laboratorio se preparé 400 ml de medio para cada uno de los tratamientos probados
(anexo 2y 3), que se dispensaron en 10 frascos autoclavables para cada tratamiento, con 40

ml por frasco (anexo 4).
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También se ajustd el pH de los medios entre 5,6 -5,7 para esterilizar los 10 frascos de cada
tratamiento previamente sellados en autoclave a 110 °C y 1 atmosfera de presion por 20

minutos (anexo 5).

Se realiz6 la seleccién de la semilla, las cuales debian tener forma esférica de 4 a 5 mm de
didmetro (anexo 8) segun Villareal et al., 2012.

Las semillas se sometieron a la fase de desinfeccion utilizando el procedimiento estandar
(Pierik, 1990) en los experimentos 1 y 2 para finalmente modificar el procedimiento de
desinfeccion estandar con el uso de dos fungicidas como prueba preliminar para una futura
experimentacion sobre desinfeccion de semillas y/o explantes; mediante la adicion de Evito
T en su dosis de 0,3 g.L? y Tachigaren 36% LS en una dosis de 0,3 g.L™ que fueron
agregados a la solucion de cloro comercial, al faltar 4 minutos del periodo probado que fue
de 20 minutos, y al final se procedid a realizar los cuatro enjuagues con agua destilada estéril
como se aprecia en la figura 2, por la alta contaminacion que presentaban las unidades

experimentales.

Posteriormente, se ingresaron los materiales a la camara de flujo laminar (anexo 6) con las
debidas normas de asepsia y se realizd la siembra de las semillas en los diferentes
tratamientos. En cada frasco se colocaron 5 semillas sobre torundas de algodon en el caso
de los medios liquidos o sobre la superficie del medio de cultivo para los tratamientos con

medio semisolido.
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. :
Aleohol 20% por 1 minuto Alcohol al 20% por 1 minuto

i

Solucién de cloro comercial al
20% marca Tips al 5.25% de
hipoclorito de sodio.

Solucion de cloro comercial
al 20% marca Tips al 5,25% y
de hipoclorito de sodio. Adicion a los 4 minutos antes de
concluir el proceso en solucidn de
cloro comercial se le mcluyo el
fungicida Evito T 0.3 gL y
TACHIGAREN 36% LS0,3 g/L.

'

Cuatro enjuagues Cuatro enjuagues

Introduccion in
vitro

Figura 2: Metodos de desinfeccion estandar y modificado para las semillas de balsa

Elaborado: Soria, 2019.

Se procedid a la observacion de las semillas y se tom6 datos de contaminacion diariamente,
en cada uno de los tratamientos; al observarse unidades experimentales con la presencia de
colonias de microorganismos en el medio de cultivo, luego de haber procedido a la siembra
bajo condiciones asépticas, se eliminaban los frascos del area de crecimiento (anexo 7), para
posteriormente, los frascos que no estaban contaminados y lleguen a la fase de plantulas se

puedan realizar la toma de datos morfologicos a los 20 dias.

Las unidades experimentales no contaminadas, pasaron al proceso de evaluacion para
determinar el porcentaje de germinacion hasta los 15 dias de la siembra, y se les dejo 5 dias
mas en evaluacion hasta que las plantulas germinadas tuvieran sus primeras hojas verdaderas

completamente desarrolladas. Posteriormente se evalud sus parametros morfolégicos los
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cuales fueron nimero de raices, largo de las raices, didmetro del tallo, altura de la plantula,
numero de hojas, largo y ancho de las hojas para el calculo del area foliar (anexo 9); vy asi,
ver como reaccionaron a la germinacion y el tamafio que alcanzaron al momento de la

evaluacion.

3.8 FACTORES DE ESTUDIO

3.8.1 Variables independientes

Cuatro medios de cultivo in vitro, variantes de Murashige y Skoog (1962)

3.8.2 Variables dependientes

Viabilidad de la semilla de balsa: Se determind la viabilidad de la semilla a través del
porcentaje de germinacion por medio de pruebas preliminares para observar el poder
germinativo de las semillas de material utilizado, para ello se puso a germinar 60 semillas
en tres cajas Petri con 20 semillas en cada caja, sobre un sustrato de algoddn e hidratado

apropiadamente con agua, por un periodo de 15 dias.

Contaminacién del medio (%): Se determind en forma visual, los frascos contaminados se
retiraron del area donde se ubicaron los frascos para la germinacién y crecimiento de las
plantulas. Se calculo el porcentaje de contaminacion para el experimento, en funcién de la
aparicion de colonias de microorganismos en el medio de cultivo y la eficiencia de los

procesos de desinfeccion.
Tiempo a la germinacién: se contabilizo los dias hasta la emisién de la plumulay la radicula.

Porcentaje de germinacion de las semillas: Se determind en funcion del nimero de plantulas

en el periodo de evaluacion.

Altura de la planta (cm): Con ayuda del calibrador se medi6 desde el cuello de la raiz hasta

el apice de la plantula
Diametro del tallo (mm): con la ayuda de un calibrador se midio el diametro de tallo.
Numero de hojas: Se contabilizé el nimero de hojas

Largo y ancho de las hojas (cm): Se midio el largo y el ancho de las hojas desarrolladas con

la ayuda de una regla.
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Area foliar (cm): Se midié y multiplico el largo y ancho de las hojas y el resultado se

multiplico por el factor 0,75.

Ecuacion 2: Formula del area foliar de la balsa

AF=L (cm)x A (cm) x 0,75
AF: Area foliar
L: largo de la hoja (cm)
A: ancho de la hoja (cm)
0,75: factor de correccion
NUmero de raices: Se contabiliz6 el nimero de raices desarrolladas.

Largo de Raices (cm): Se midio la longitud de la raiz con la ayuda de una regla por debajo

de la placa Petri, desde el cuello de la raiz hasta el meristemo radicular.

3.9 PROCESAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se utilizo estadistica descriptiva para la determinacion de los porcentajes de germinacion de
las semillas de balsa, porcentajes de contaminacion de los frascos en cada experimento. Asi
mismo, para la descripcién morfolégica de los promedios, de las plantulas de balsa

germinadas en el experimento 1.

En la evaluacion del experimento 2, se utilizé el analisis estadistico de los datos a través del
Software Infostat para las variables morfolégicas de las plantulas de balsa germinadas;
utilizando el analisis de varianza ANOVA y ademas la Prueba de Rango Multiple de Tukey
a p < 0,05 para la separacion de medias en las variables. Pardmetros similares se agruparon

en figuras.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1 VIABILIDAD DE LA SEMILLA DE BALSA

Las pruebas de viabilidad de la semilla de balsa (Ochroma pyramidale) se realizaron con la
finalidad de saber el poder germinativo que tenian las semillas, debido a que llevaban 6
meses en refrigeracion, y una de las caracteristicas de esta especie, es que, al transcurrir el
tiempo, su semilla va perdiendo la viabilidad. Es asi que se obtuvo un valor promedio del
40% de poder germinativo, con un maximo del 50% y un minimo del 25% como se aprecia
en lafigura 3, con semillas evaluadas por un periodo de 15 dias; tiempo en el cual las semillas
germinadas ya llegaron a un estado de plantulas con dos hojas verdaderas, con lo cual se
verifica que las semillas de balsa pertenecen al rubro de semillas recalcitrantes, al ser
sensibles a los cambios de temperatura y pérdida de humedad (Nieto y Rodriguez, 2003).
Ademas, la seleccion del calibre de la semilla es de 4 a 5 mm que favorece la germinacion,
lo que coincide con los resultados de Ruiz, Mufioz, Guzman, Velazquez Rodriguez, Dias,
Martinez y Almeida, (2018).
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Figura 3: Porcentaje de germinacion

Elaborado: Viera, 2020.
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4.2 CICLO DE GERMINACION DE LA SEMILLA DE BALSA

In vitro

El ciclo de la germinacion de las semillas de balsa dura de 15 a 20 dias, el proceso comienza
con la imbibicién de agua por parte de la semilla, cuyas caracteristicas fueron: muestra un
ligero hinchamiento y rotura de los tegumentos por parte de la testa en los primeros 3 dias,
posteriormente aparecen las raices y empuja la testa para emitir la plumula hasta los 6 dias;
para continuar con el desarrollo morfoldgico y emitir sus primeras hojas entre los 12 a 17
dias posteriores a la aparicion de la testa, mostrando similar comportamiento en los

experimentos 1y 2.

4.3 CONTAMINACION DEL MEDIO

Se evalud en forma visual a través de la observacion de las colonias desarrollada en el medio
de cultivos y que fueron: el micelio desarrollado en las colonias de hongos tuvo una
apariencia algodonosa de color blanco, y que al observarlos con el frasco invertido
presentaban una coloracion rosada, este hongo fue identificado por Valle (2018) como
Fusarium oxysporum; mientras que en otros frascos, cerca de la semilla se detectaron
colonias pequefias, brillantes de color amarillento o rojizo con textura de nata a nivel
superficial pero que le otorgaban al medio cultivo una cierta opacidad, caracteristicas

asociadas a contaminacion bacteriana.

4.3.1 Experimento 1: Medio liquido con MS 4,43 g mas azucar

La figura 4 muestra el porcentaje de contaminacion que tuvieron los frascos en el transcurso
de los 15 dias del experimento, se evaluo la contaminacién en 4 momentos importantes de
crecimiento. El primer momento fue a las 24 horas de la siembra, en el cual con MS liquido
a dosis completa (4,43 g.L™!) no mostraron algin cambio o variacion; el segundo momento
se presentd a las 48 horas (segundo dia) en el que ya se observo cambios en la coloracién
del medio puesto que empezd a contaminarse, con la aparicion de un color amarillento en
las torundas de algoddn y el medio se observaba con una ligera nata, esto nos muestra que
el &rea de crecimiento no se encontraba en condiciones asépticas para el desarrollo de las
plantulas por lo que se registrd el 35% de contaminacidn. Posteriormente se retiraron las
unidades experimentales contaminadas. El tercer momento se dio a las 72 horas (tercer dia)
de la siembra de las semillas en el medio de cultivo, en este momento el porcentaje de

contaminacion alcanzé el 40% y se destaca que los frascos contaminados aparecieron
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tonalidades de color fucsia y amarillas sobre las torundas de algodon y también el medio se
encontraba amarillento y con una ligera nata por lo que se retiraron las unidades
experimentales. EI cuarto momento de evaluacién se dio a las 192 horas (8 dias), pues
transcurrido este tiempo, el experimento se habia contaminado en su mayoria, llegando a un
95% de contaminacion en el que ademas de contaminacidn bacteriana aparecieron colonias
de hongos, y el 5% es decir una unidad experimental no se contamind y se mantuvo asi hasta

el dia 15. En este frasco germinaron 3 semillas.
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Figura 4: Contaminacion del medio de cultivo liquido con MS 4,43 g.L*

Elaborado: Viera, 2020.

4.3.2 Experimento 2: Cuatro tratamientos con medio MS a dosis

de 4,43y 2,215 g liguidos y semisolidos

En el experimento 2, las semillas sembradas se las colocaron en el area de crecimiento y se
pudo observar que tuvo tres momentos criticos para la evaluacion de la contaminacién
externa. EIl primer momento fue la observacion a las 24 horas de haber sembrado las semillas
en los frascos con los diferentes tratamientos. En el tratamiento 1 (4,43 g MS + agar) se
observa una contaminacion del 10%, y a las 48 horas se registrd una contaminacion del 70%
de las unidades experimentales de éste (figura 5), valor que permanecio sin cambios hasta el
tercer momento de evaluacién a las 144 horas y se mantuvo en condiciones asépticas durante

los 20 dias que duro el experimento.

En el tratamiento 2 de 4,43 MS liquido mostré a las 24 horas después de la siembra de las

semillas en los frascos un 10% de contaminacion y en el segundo momento de evaluacion
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que fue a las 48 horas registrd un 60% de contaminacion, valor que se mantuvo hasta el
tercer momento de evaluacién a las 144 horas, cuando los frascos ya se encontraban en el
area del laboratorio destinada para la germinacién de las semillas y crecimiento de las
plantulas, lograndose el 40% de frascos sin contaminacion hasta los 20 dias, cuando se

evaluaron las plantulas en los frascos (figura 5).

Para el tratamiento 3 (2,215 g MS més agar), present6 también los 3 momentos criticos, pues
a las 24 horas luego de la siembra, se observé un 20% de contaminacion, el cual a las 48
horas (segundo dia) subi6 hasta el 50% y en las 144 horas (dia 6) se cont6é con un 70% de
contaminacion. Por lo cual el T3 registré 30% de frascos no contaminados hasta los 20 dias
(figura 5).

En el tratamiento 4 (2,215 g MS liquido) se pudo observar la presencia de tres momentos
criticos de alta contaminacion de las muestras; el primero a las 24 horas con un 50% el dia
después de la siembra, el segundo a las 48 horas (dos dias) con un 70% de contaminacion y
el tercer momento a las 144 horas manteniendo el porcentaje de contaminacion, por lo que
se procedio a retirar los frascos contaminados de una sola vez (figura 5). El 30% de los

frascos mantuvieron condiciones asépticas hasta la evaluacion a los 20 dias.
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Figura 5: Contaminacién del medio de cultivo

Elaborado: Viera, 2020.

Debido a la alta contaminacion registrada en los experimentos 1y 2 se decidi6 agregarle dos
fungicidas: Evito Ty TACHIGAREN 30% LS a la solucién de cloro (figura2) durante la

desinfeccion como también a los tratamientos que contienen agar en sus dosis de 4,43 g y
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2,215 ¢, tratamientos de desinfeccion con los cuales se obtuvo resultados altamente
favorables como se observa en la figura 6, en la que se encuentra un 0% de contaminacién
en los cuatro tratamientos hasta los 30 dias; sin embargo esta dosis debe ser ajustada para
conseguir un equilibrio entre % de contaminacion y % de germinacién de semillas (figura
6).
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Figura 6: Contaminacion del medio de cultivo

Elaborado: Viera, 2020.

4.4 PARAMETROS MORFOLOGICOS DE LAS PLANTULAS
DE BALSA

4.4.1 Experimento 1: Plantulas desarrolladas

En el experimento 1, se obtuvo un 5% de frascos sin contaminacion (figura 4), de ellos, 3
semillas llegaron a ser plantulas; las cuales se evaluaron a los 20 dias despues de la
germinacion (ddg). En la figura 7 se resumen los parametros registrados en las 3 plantulas

individuales y el respectivo promedio. Asi para el pardmetro nimero de raices se tuvo un

valor promedio de 5,33 raices, con un maximo de 9 y un minimo de una raiz.

En lo que respecta a la altura de la planta se observé un mayor desarrollo en la plantula 3
con un valor de 5,5 cm y la plantula 1 fue la mas pequefia con 1 cm, el valor promedio para
esta variable fue de 2,667 cm. Se tomo el grosor del tallo el cual mostré un mayor grosor en
la plantula 1 con 0,5 cm y el menor diametro lo registraron las plantulas 2 y 3 con 0,1 cm
respectivamente (figura 7). Se puede apreciar que la plantula con la menor altura obtuvo el

mayor diametro y viceversa es decir las plantulas més altas con el menor didmetro esto
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implica que aquellas que tuvieron una mayor elongacién en busca de la luz probablemente
se ahilaron (Pierik, 1990).

También en el nimero de hojas se observan variaciones con un maximo de 4 hojas en la
plantula 3 y con 2 hojas en la plantula 1 y en promedio se registra la presencia de 3 hojas
alternas (Jiménez et al., 2017), en el ancho de las hojas la de mayor desarrollo fue la plantula
3 con 0,8 cm y sequido de la plantula 2 con 0,5 cm y por ultimo a la plantula 1 con 0,3 cm,
cuyo promedio corresponde a 0,533 cm. En lo que respecta al largo de la hoja, la plantula 2
muestra una mayor longitud con 0,6 cm, seguido de la plantula 1 con 0,5 cm y por Gltimo la
plantula 3 con 0,11 cm: el valor promedio correspondiente a la longitud de la hoja fue 0,403
cm; lo que mantiene la tendencia en el comportamiento de las variables. Con el largo y ancho
de las hojas se determin6 el area foliar destacandose que la plantula 2 registré 0,225 cm?, la
plantula 1 alcanzo un érea foliar de 0,115 cm?, seguida en Gltimo lugar por la plantula 3 con
0,06 cm?; el valor promedio para esta variable fue de 0,135 cm? (figura 7). En general la
plantula 3 fue la primera en germinar y debido a esto su comportamiento fue en general
mejor que el resto de plantulas pues empez6 a utilizar el medio liquido como fuente de
alimento a través de su sistema radicular, sin embargo, en plantas mas pequefias se aprecia
una mayor area foliar pero dentro del sistema in vitro, las hojas no son funcionales pues no

realizan fotosintesis (Rossel y Villalobos, 1990).
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Figura 7: Parametros morfoldgicos

Elaborado: Viera,2020.
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4.4.2 Experimento 2: Plantulas germinadas

En el experimento 2, la germinacién de semillas de O. pyramidale tuvo frascos sin
contaminacion en cada tratamiento (figura 5), por lo tanto, se las evalu6 para observar el
porcentaje de germinacion de cada unidad experimental de los tratamientos, los cuales
muestran un promedio de 22,5% de germinacion con un maximo de 30% en el tratamiento

3y un minimo de 20% en los demas tratamientos (tabla 3).

Tabla 3: Porcentaje de germinacion in vitro

% frascos no Total Semillas % de semillas
Tratamientos  contaminados semillas/ frasco semillas germinadas germinadas
T1 30 5 15 3 20
T2 30 5 15 3 20
T3 40 5 20 6 30
T4 30 5 15 3 20
Promedio 22,5

Elaborado: Viera,2020

4.4.2.1 Parametros morfoldgicos

4.4.2.1.1 NUmero de raices

El analisis de varianza (ANOVA) que se encuentra en el anexo 10 para el nimero de raices
no muestra diferencias significativas, pero si se puede observar a traves de la separacion de
medias en la Prueba de Rango Multiple de Tukey como el tratamiento 3 (2,215 MS + agar)
es el que muestra un mejor numero raices de 1,33 con respecto a los demas tratamientos que
mantuvieron 1,0 raiz por plantula (figura 8). Este comportamiento pudo estar asociado al
tiempo de germinacién de cada semilla mas que al medio por si mismo, puesto que semillas

que germinan antes tienen la capacidad de emitir un mayor nimero de raices (Pierik. 1990).
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Figura 8: NUmero de Raices

Elaborado: Viera, 2020.

4.4.2.1.2 Longitud de raices (cm)

También se evalud el largo de las raices a través del ANOVA (anexo 11) el cual mostro
diferencias significativas en los tratamientos, la mayor longitud de las raices lo obtuvo el
tratamiento 2 (4,43 MS Liquido), seguido el tratamiento 3 (2,215 MS + agar) y con el menor
crecimiento de las raices los tratamientos 1 (4,43 MS+ agar) y 4 (2,215 MS liquido) (figura
9).
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Figura 9: Largo de las raices

Elaborado: Viera,2020
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Este comportamiento pudo estar asociado a que, es el proceso de germinacion y vigor de las
plantulas obtenidas a partir de semillas las que proporcionan un mejor desarrollo en cuanto
al largo de la raiz, pues en su fase inicial primero se desarrollan las raices para que puedan
sujetarse al medio antes de que se emita la plumula de las plantulas (Hartmann, Kester y
Davies, 1990).

4.4.2.1.3 Diametro del tallo (cm)

En el ANOVA para el didmetro del tallo (anexo 12) se muestra que no hay diferencias
significativas entre los tratamientos, es asi que se puede observar por medio de la separacion
de medias en la Prueba de Rango Multiple de Tukey que el tratamiento 2 (4,43 Ms liquido)
tiene el mayor grosor del tallo de las plantulas con 0,2 cm ubicandose en primer lugar vy el
tratamiento 1 (4,43 MS + agar) mostré el tallo mas delgado con un valor de 0,1 cm pero en
el mismo rango de clasificacion estadistica (figura 10), esto confirma que el tratamiento 2 le
proporciona las mejores condiciones en cuanto a contenido de nutrientes y posibilidad de
absorcion de los mismos desde el medio liquido (Pierik, 1990); a pesar, de que se mantiene
la tendencia que en las fases iniciales postgerminacion las plantulas adn asimilan los

nutrientes de las reservas fisiologicas de la semilla.
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Figura 10: Didmetro del tallo

Elaborado: Viera, 2020.
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4.4.2.1.4 Altura de las plantulas (cm)

El ANOVA para la altura de las plantulas no muestra diferencias significativas (anexo 13),
pero en la separacion de medias con la Prueba de Rango Mdltiple de Tukey (figura 11), se
puede apreciar una ligera variacion en la altura de las plantulas, en la que el tratamiento 1
(4,43 MS + agar) es la més alta seguida por el tratamiento 2 (4,43 MS liquido), mientras que
el tratamiento 3 (2,215 MS + agar) y el tratamiento 4 (2,215 MS liquido) son los que
obtuvieron la menor altura con 1,76 cm. Esta tendencia verifica que los medios con la dosis
completa de MS favorecen favorablemente el desarrollo en altura de las plantulas, y que
ademas pudieron estar influenciados por la luz en el area de crecimiento, pues como
tendencia natural los tallos se elongan hacia la fuente luminosa (Hartmann et al., 1990;
Pierik, 1990).
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Figura 11: Altura de las plantulas

Elaborado: Viera, 2020.
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4.4.2.1.5 Nimero de hojas

El ANOVA del nimero de hojas (anexo 14) reporta diferencias significativas. La figura 12
resume la separacion de medias de la Prueba de Rango Multiple de Tukey, destacandose el
tratamiento 1 (4,43 MS + agar) con el mayor nimero de hojas seguido del tratamiento 3
(2,215 MS + agar) en el mismo rango (a), y con menor nimero de hojas el tratamiento 2
(4,43 MS liquido) y el tratamiento 4 (2,215 MS liquido) con 1 hoja. Este comportamiento
estd en funcidon del vigor de la plantula y de la longitud de los tallos pues genéticamente en
cada nudo se desarrolla una hoja, por lo que tallos mas largos permiten mayor nimero de
hojas (Hartmann et al., 1990).
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Figura 12: Numero de hojas

Elaborado: Viera,2020.
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4.4.2.1.6 Area foliar (cm?)

El area foliar es otro parametro importante en el cual el ANOVA consignado en el anexo 15
muestra diferencias significativas entre los tratamientos. La figura 13 presenta la separacion
de medias a través de la Prueba de Rango Mdltiple de Tukey para el area foliar de las
plantulas, destacandose el tratamiento 2 (4,43 MS liquido) registro el mayor valor con 0,435
cm? registrandose en un rango (a) y diferenciandose completamente del tratamiento 4 (2,215
MS liquido) con 0,1425 cm?. En general se mantiene la tendencia que las plantas que
germinaron primero son las mas desarrolladas y es el medio liquido el que favorece una
mejor absorcion de los nutrientes para la expresion de algunas de las variables.
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Figura 13: Area foliar
Elaborado: Viera, 2020.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

» El ciclo de germinacion de la balsa ocurre en un periodo de 15 a 20 dias, en donde
en donde requiere 3 dias de imbibicion, 3 dias después para la ruptura y aparicién de
la testa y la diferencia para la elongacién de la radicula y crecimiento de las raices,
hasta ser plantulas y la aparicién de las primeras hojas.

> El mejor medio con respecto a los parametros morfoldgicos en las plantulas de balsa
en condiciones in vitro fue T2 con dosis completa de MS con 4,43 g.L™! liquido, cual
permitid que las semillas tengan un mayor largo de las raices (1,93333 cm), un mayor
grosor (0,2 cm) y altura del tallo (2,16667 cm) y la mayor area foliar (0,435 cm?) del
material experimental.

> El evaluar el comportamiento de la semilla en los cuatro medios de cultivo demostro
que el medio liquido de dosis completa 4,43 g.L™ con torunda de algoddn, le permitio
a la semilla tener un mejor desarrollo en lo que respecta a sus caracteristicas
morfologicas rapidamente y en cambio en el medio con agar la semilla se retardo su
proceso para desarrollarse siendo una variacion solamente en la forma de
germinacidn, sin afectar el ciclo de la balsa.

» Lafase de germinacion in vitro de balsa, depende de la calidad de la semilla y de la
asepsia post siembra in vitro, puesto a que si las semillas no tienen una certificacion
estas pueden traer una alta carga bacteriana y por lo tanto ser mas complicado el
proceso de desinfeccidn para evitar contaminaciones o proliferacion de algin agente
patdgeno que impida la germinacion, por lo que el uso de un procedimiento
modificado con alcohol al 80% por 1 min y la solucién de cloro comercial al 20%
por 20 min mas la adicién de dos fungicidas se recomienda para obtener material

estéril en cultivo.
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5.2 RECOMENTACIONES

» La asepsia es muy importante al momento de realizar cualquier procedimiento in
vitro por lo que es necesario tener en cuenta que se deben cumplir con los protocolos
para evitar contaminaciones, y desperdiciar el material. Por ello es necesario activar
el laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la UEA para trabajo continuo.

» Las semillas son susceptibles a la luz por lo que se les debe realizar estudios que
midan la cantidad de luz necesaria de las semillas en la germinacién in vitro.

> Realizar procesos de escarificacion previos al cultivo in vitro como una técnica con
caracteristicas fisicas o quimicas, que se lleva a cabo con la finalidad de acortar el
tiempo de la germinacion.

» La balsa es una especie de interés y que puede ser usada en areas para reforestacion
con beneficio econdémico por lo que se tiene que ser mas estudiada, mejorar la
recoleccion y clasificacion de las semillas de balsa para asi poder preservar el medio
ambiente.
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ANEXOS

Anexo 1: Evaluacién de la viabilidad de las semillas en tres cajas Petri con 20 semillas

cada uno, evaluados por 15 dias.
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Anexo 3: Colocacion del MS en el agua esterilizada para la preparacion de los medios

liquidos y semisolido.

Anexo 4: Etiquetado de los frascos y dispensados en los envases.
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Anexo 5: Toma de pH de cada medio.
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Anexo 7: Colocacion en el area de crecimiento.

Anexo 9: Datos morfoldgicos de las plantulas en didmetro y la altura de la plantula.
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Anexo 10:

Tabla de Analisis de varianza para la variable nimero de raices

Suma de Media de F-
Fuente cuadrados g' cuadrados Calculado p Valor
Entre grupos 0,4 3 0,133333 0,44 0,7290 NS
Dentro de
grupos 3,33333 11 0,30303
Total 3,73333 14

Tabla de la Prueba de Rango Multiple de Tukey para la variable nimero de raices

Grupos
Tratamiento Media homogéneos
2,215 MS +Agar 1,33333 a
4,43 MS +Agar 1,0 a
4,43 MS Liquido 1,0 a
2,215 MS Liquido 1,0 a
Anexo 11:

Tabla de Andlisis de varianza para la variable longitud de las raices

Suma de Media de
Fuente cuadrados g' cuadrados F-Calculado  p Valor
Entre grupos 4,58767 3 1,52922 5,39 0,0158 *
Dentro de
grupos 3,12167 11 0,283788
Total 7,70933 14

Tabla de la Prueba de Rango Mudltiple de Tukey para la variable longitud de las raices

Tratamiento Media Grupos homogéneos
4,43 MS Liquido 1,93333 a
2,215 MS+Agar 1,81667 a
4,43 MS +Agar 0,8 b
2,215 MS Liquido 0,666667 b
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Anexo 12:

Tabla de Analisis de varianza para la variable diametro

Suma de Media de
Fuente cuadrados g' cuadrados F-Calculado p Valor
Entre grupos 0,0173333 3 0,00577778 3,18 0,0673 NS
Dentro de
grupos 0,02 11 0,00181818
Total 0,0,73333 14
Tabla de la Prueba de Rango Mdltiple de Tukey para la variable de diametro
Tratamiento Media Grupos homogéneos
4,43 MS Liquido 0,2 A
2,215 MS Liquido 0,16667 A
2,215 MS + Agar 0,133333 A
4,43 MS+ Agar 0,1 A
Anexo 13:
Tabla de Analisis de varianza para la variable altura
Media de
Fuente Suma de cuadrados g' cuadrados F-Calculado p Valor
Entre grupos 1,64 3 0,546667 0,50 0,6916 NS
Dentro de
grupos 12,0933 11 1,09939
Total 13,7333 14

Tabla de la Prueba de Rango Multiple de Tukey para la variable altura

Separaciéon de

Tratamiento Media medias
4,43 MS + Agar 2,63333 a
4,43 MS Liquido 2,16667 a
2,215 MS + Agar 2,13333 a

2,215 MS Liquido 1,76667 a
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Anexo 14:

Tabla de Analisis de varianza para la variable nimero de hojas

Fuente Suma de cuadrados g' Media de cuadrados F-Calculado p Valor
Entre grupos 2,9 3 0,966667 3,75 0,04445 *
Dentro de
grupos 2,83333 11 0,257576
Total 5,73333 14

Tabla de la Prueba de Rango Multiple de Tukey para la variable nimero de hojas

Tratamiento Media Grupos homogéneos
4,43 MS +Agar 2,0
2,215 MS + Agar 1,83333 a
4,43 MS Liquido 1,0 b
2,215 MS Liquido 1,0 b

Anexo 15:

Tabla de Analisis de varianza para la variable area foliar

Media de
Fuente Suma de cuadrados g' cuadrados  F- calculado p Valor
Entre grupos 0,170572 3 0,0568575 2,21 0,1444 *
Dentro de
grupos 0,28305 11 0,0257318
Total 0,453622 14

Tabla de la Prueba de Rango Multiple de Tukey para la variable area foliar

Tratamiento Media Grupos homogéneos
4,43 MS Liquido 0,435 a
2,215 MS +Agar 0,3575 ab
4,43 MS +Agar 0,215 ab
2,215 MS Liquido 0,1425 b
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