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RESUMEN

El presente estudio, tuvo como objetivo determinar la influencia de procesos
de desinfeccion, medio de cultivo y fitohormonas en el desarrollo morfogénico
In vitro de explantes obtenidas a partir de semilla biolégica de la especie
Guazuma crinita Mart (Bolaina), el mismo que se realiz6 en el laboratorio de
cultivo de tejidos y meristemas, de la Universidad Nacional de Ucayali. Para ello
se desinfectaron las semillas con hipoclorito de sodio al 2%, por un espacio de
0, 5,10, 15 y 20 minutos (T1, T2, T3, T4, T5). Para promover la germinacion
se utilizaron medios de cultivo y combinaciones de Fitogel, Fitogel + Sacarosa,
Fitogel + Sacarosa + Murashige and Skoog (MS) y Fitogel + Sacarosa + %2 MS
(M1, M2, M3, M4); y para la morfogénica se aplicaron cinco tratamientos de
concentracion de auxinas y citoquininas homogenizadas (AC1, AC2, AC3, AC4,
AC5). Del estudio se obtuvo que el T5 (desinfeccién con hipoclorito de sodio
al 2% con exposicién de 20 minutos) tuvo un 95% de sobrevivencia; mientras
que en la germinacion, el medio M1 (Fitogel) present6 el mas alto con un
72,55%); finalmente en la morfogénica se determiné que el mejor tratamiento
para inducir la formaciéon de callos es el tratamiento AC4 (Kin 12 ppm + AIB
12 ppm), para primordios radiculares el mejor tratamiento AC5 (Kin 4 ppm +
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AIB 12 ppm) y se logroé igual cantidad de brotes con todas las combinaciones de
fitohormonas utilizadas.

PALABRAS CLAVE: Murashige and Skoog, fitogel, auxinas, citoquininas,
callogénesis.

INFLUENCE OF DISINFECTION, GROWTH MEDIUM AND
PHYTOHORMONAS IN THE IN VITRO MORPHOGENIC
DEVELOPMENT OF GERMOPLASM OF Guazuma crinita Mart

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the influence of disinfection
processes, culture medium and phytohormones on the in vitro morphogenic
development of explants obtained from biological seed of the species Guazuma
crinita Mart (Bolaina), which was carried out in the tissue culture and meristems
laboratory of the National University of Ucayali. The seeds were disinfected with
2% sodium hypochlorite for 0, 5, 10, 15 and 20 minutes (T1, T2, T3, T4, T5). To
promote germination, culture media and combinations of Phytogel, Phytogel
+ Sucrose, Phytogel + Sucrose + Murashige and Skoog (MS) and Phytogel +
Sucrose + %> MS (M1, M2, M3, M4) were used; and for morphogenesis, five
homogenized auxin and cytokinin concentration treatments were applied (AC1,
AC2, AC3, AC4, AC5). From the study it was obtained that T5 (disinfection with
2% sodium hypochlorite with exposure of 20 minutes) had a 95% survival rate;
while in germination, the M1 medium (Phytogel) presented the highest with
72.55%; Finally, in morphogenesis, it was determined that the best treatment
for inducing callus formation was AC4 (Kin 12 ppm + AIB 12 ppm), for root
primordia the best treatment was AC5 (Kin 4 ppm + AIB 12 ppm) and the same
number of shoots was achieved with all the combinations of phytohormones
used.

KEYWORDS: Murashige and Skoog, fitogel, auxins, cytokinins, callogenesis.
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INTRODUCCION

La bolaina blanca (Guazuma crinita Mart), es una
especie promisoria con demanda en el mercado
y viene siendo utilizada en la Amazonia peruana
para el desarrollo de plantaciones; sin embargo,
se cuenta con insuficiente cantidad y calidad de
semillas genéticamente deseadas que garanticen
el éxito comercial de la plantacién (Xavier et al,
2013; Revilla-Chavez et al, 2021). Sin embargo,
esta carencia de semillas en calidad y cantidad,
puede ser facilmente superada mediante técnicas
de micropropagacién In vitro, como lo logrado
a partir de la selecciéon de semillas de Raulinoa
echinata, Eucalyptus grandis, entre otras, la cual
permitié una produccion suficiente de plantas
en calidad y cantidad adecuada (Alcantara et al.,
2011; Lencina et al., 2014; Hoffmann et al,, 2022).

En la micropropagacion, existen diversas fases
(Erig & Schuch, 2005; Frota et al., 2006), como
la seleccion y preparacion de la planta madre,
desinfeccion de las yemas de la planta y/o des-
infeccion de semillas, introduccién del material
seleccionado In vitro, multiplicacién de brotes,
enraizamiento y aclimatacién, las cuales pueden
ser aplicadas en diferentes especies vegetales
(Castillo, 2004).

Un problema serio en el establecimiento de un
cultivo primario In vitro, es la contaminacion de
la semilla y el explante, el cual es determinante
al momento de la multiplicacién (Hernandez
& Gonzalez, 2010; Monfort et al., 2015;); por lo
que la asepsia del germoplasma es fundamental
en la micropropagacién, donde la aplicacion de
diferentes insumos desinfectantes es esencial
(Xavier et al, 2009). Los explantes que pueden
ser segmentos nodales, trozos de hojas, porcio-
nes de raices, semillas, entre otros, que se extraen
con la debida desinfeccion para eliminar hongos
y bacterias que habitan en forma natural en el
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ambiente, la asepsia deben mantenerse hasta la
siembra (Castillo, 2004).

Para este proceso, los segmentos nodales o
semillas ya esterilizados por diferentes métodos,
se inoculan en medio de cultivo estéril, pero a
pesar de ello, luego de aproximadamente siete a
quince dias se podian observar contaminaciones
por bacterias y hongos asociados, que sobreviven
a los tratamientos de esterilizacion del material
inoculado por patégenos endogenos latentes
dentro del sistema vascular (Sharry et al, 2020);
Por lo que Maruyama et al. (1997), inicié los
estudios para la desinfeccién y asepsia de las
semillas para la micropropagacion In vitro de G.
crinita, por lo que el mismo autor, utilizé alcohol
etilico de 70° por 3 minutos, y luego de aplicar
una solucion de peréxido de hidrégeno al 5% por
10 minutos, hasta en tres ocasiones en agua des-
tilada estéril, obtuvo una desinfeccion al 100%
libre de patdgenos; mas en la actualidad, se sigue
buscando mejorar los protocolos de desinfeccién
hacia técnicas mas sencillas y econdmicas, como
el aplicado por Villegas (2008) en semillas de G.
crinita, que mediante la exposicion de semillas a
hipoclorito de sodio (NaClO) al 2%, a distintos
tiempos de exposicion, logré eliminar la contami-
nacién de semillas por completo de manera mas
sencilla, por lo que demuestra que estos protoco-
los atin pueden ser mejorados.

Asi mismo, en la micropropagacion de G.
crinita Mart y otras especies, es usual utilizar
medios de cultivo, como el Murashige Skoog (MS)
(Murashige & Skoog, 1962), suplementado con
alguna fitohormona como el Acido Indol Acético
(AIA) y Acido Naftalen Acético (ANA) (Ruiz, 2010);
también se puede utilizar Woody Plant Medium
(WPM) suplementado con trans-zeatina [trans-
6- (4-Hydroxy- 3- metilbut-2-enilamino) purina]
(ZEA), por lo que luego de 45 dias se puede
lograr plantulas con mayor numero de brotes a
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dosis de 10 pM; mientras que para la fase mul-
tiplicacién de brotes y enraizamiento utilizando
como medio de cultivo WPM suplementado con
la fitohormona kinetina [6-furfurilaminopurina]
(KIN) con una dosificacién de 1 uM se puede
obtener similares resultados; este tratamiento
puede conseguir el crecimiento de brotes y altos
porcentajes de enraizamiento en periodos de
sesenta (60) dias (Maruyama et al, 1996). Por
lo que los medios de cultivo son importantes
para sostener el desarrollo del explante en la
propagacion, puesto que las sales inorganicas y
compuestos organicos presentes en estos medios
son requeridos para la nutricién y manipulacién
de diversos cultivos (Pereira et al, 2008).

Por lo mismo, la multiplicacion de brotes en la
fase final, espera explantes que sobrevivieron a
fases anteriores; estos brotes se sub cultivan en
nuevos medios de cultivo, mediante divisiones y
resiembras en tubos de cultivo u otros recipien-
tes adecuados (Castillo, 2004), maximizando la
cantidad de brotes para nuevos ciclos de mul-
tiplicacién, la misma que se complementa con
sustancias reguladoras, como auxinas (ANA,
2,4-D, AIA, AIB, NOA,) y/o citoquininas (6-Ba,
KIN, ZEA, 2iP, Thidiazurén) (Moraes et al., 2021),
mientras que las giberelinas (especialmente
GA3) también son requeridas en ocasiones para
el cultivo de meristemas o para la elongacion de
brotes (Levitus, 1997), para que una vez logradas,
estas pueden ser repicadas en sustratos adecua-
dos para su crecimiento y puestas en los terrenos
definitivos.

Por lo que el presente estudio, tuvo como
objetivo determinar la influencia de procesos de
desinfeccion, medio de cultivo y fitohormonas en
el desarrollo morfogénico In vitro de explantes
obtenidas a partir de semilla biol6gica de la espe-
cie Guazuma crinita Mart (Bolaina) en Ucayali.
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MATERIALY METODOS
AREA DE ESTUDIO

Este estudio se realiz6 en el laboratorio de cul-
tivo de tejidos y meristemas, de la Universidad
Nacional de Ucayali, ubicado en la Carretera
Federico Basadre Km. 6,200, ciudad de Pucallpa,
distrito de Calleria, provincia de Coronel Portillo,
departamento de Ucayali, en Pert, en coordena-
das UTM 18L 546674 Este; 9071610 Sur.

Germoplasma utilizado

Las semillas utilizadas provinieron de un lote de
semillas biolégicas viables obtenidas de los huer-
tos semilleros de ensayos genéticos de bolaina
blanca (G. crinita Mart) establecidos por el
World Agroforestry (ICRAF) en la cuenca del rio
Aguaytia el afio 2000.

METODOLOGIA

La presente investigacion, se desarrollé en tres
fases consecutivas.

Fase 1, influencia del tiempo de desinfeccion
con hipoclorito de sodio. Se lavo las semillas
con agua destilada durante 30 minutos, luego
fueron sumergidas por 30 minutos en 100 ml
de agua destilada en la que se disolvio 3 g de
Benlate®. Después, las semillas fueron lavadas
tres veces con agua destilada, luego fueron lle-
vadas a la cdmara de flujo laminar donde se les
sumergi6 en un frasco conteniendo Alcohol de
96° durante 1 minuto, en seguida fueron extrai-
das y colocadas en cinco 5 diferentes frascos
para aplicar los tratamientos de diferentes tiem-
pos de exposiciéon de (NaClO) al 2%, luego que
las semillas expuestas en NaClO, fueron enjua-
gadas cinco 5 veces con agua destilada estéril e
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inmediatamente fueron introducidas 4 semillas
en los frascos conteniendo 25ml de medio geli-
ficante Fitogel. Luego de 15 dias de sembradas
las semillas, se evalu6 la variable de porcentaje
de desinfeccion en los frascos que contenian las
semillas. Los tratamientos aplicados en esta fase
se presentan en la Tabla 1a.

Fase 2, influencia del medio de cultivo en la
germinacion. Las semillas utilizadas en esta
fase se desinfectaron siguiendo el mismo proce-
dimiento descrito en la fase 1, pero se consideré
el tiempo de 20 minutos de exposicion a NaClO

Influencia de la desinfeccion, medios de cultivo y fitohormonas en el desarrollo
morfogénico in vitro de germoplasma de Guazuma crinita Mart

al 2% (T5), tras obtener un mayor porcentaje de
desinfeccion.

Preparacion de medios de cultivo

En esta fase de utilizo cuatro diferentes trata-
mientos de medios de cultivos, siendo descrita
en la Tabla 2. b, y cuya preparacion se describen
a continuacion: Para la preparacion del primer
tratamiento (M1), se utilizé 7 g L' de Fitogel
disuelto en agua destilada, para los otros medios
de cultivos se utiliz6 la misma cantidad de
Fitogel, suplementado con otros compuestos; El
tratamiento dos (M2), se suplement6 con 30 g L

Tabla 1. Tratamientos aplicados y nimero de repeticiones en las fases 1, de influencia del proceso de
desinfeccion (a), Fase 2, del medio de germinacion (b) y fase 3, efecto de fitohormonas (c, d, e) en el
desarrollo morfogénico In vitro de G. crinita Mart.

a. Fase 1: Desinfeccién de las semillas

Tratamiento

Tiempo de desinfeccién al hipoclorito de sodio (minutos)

N° repeticiones

T1 0
T2 5
T3 10
T4 15
T5 20

17
20
20
20
20

b. Fase 2: Efecto de medios de cultivo en la germinacién de semillas

Tratamiento Sustratos N° repeticiones
M1 Fitogel 17
M2 Fitogel + Sacarosa 20
M3 Fitogel + Sacarosa + Murashige and Skoog (MS) 20
M4 Fitogel + Sacarosa + ¥2 MS 20

c. Fase 3: Influencia de fitohormonas en la morfogénesis de segmentos nodales provenientes de plantines
producidos por propagacion in vitro

Tratamiento

Concentracion de hormonas

N° repeticiones

AC1 Kin (O ppm) + AIB (O ppm) 1
AC2 Kin (4 ppm) + AIB (4 ppm) 11
AC3 Kin (12 ppm) + AIB (4 ppm) 11
AC4 Kin (12 ppm) + AIB (12 ppm) 1
AC5 Kin (4 ppm) + AIB (12 ppm) 1
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Tabla 2. Evaluacion del proceso de desinfeccion e influencia del sustrato en la germinacién In vitro de
semillas de G. crinita Mart.

a. Fase de desinfeccién

b. Fase de germinacién

Tratamiento %

Tratamiento %

Tempo de exposicion de las Desinfeccion de

Medio de cultivo Germinacion

semillas al NaClO en minutos semillas
T5=20 95a M1 = Fitogel 72,55 a
T4 =15 65 ab M2 = Fitogel + sacarosa+ %2 68.33 ab
MS
T3 =10 65 ab M3 = Fitogel + sacarosa 60 ab
T2 =05 60 b M4 = Fitogel + sacarosa + Ms 46.67 b
T1=00 Oc

Letras iguales no presentan diferencias significativas. Tukey p= 0,05

de sacarosa; El tratamiento tres (M3), se suple-
mentd con 30 g L! de sacarosa mas Murashige
and Skoog (MS) y el cuarto tratamiento (M4), se
suplement6 con 30 g L de sacarosa mas % de
Murashige and Skoog (%2 MS); todos los trata-
mientos se ajustaron a un pH de 5,8.

Con el objeto de mantener la asepsia del pro-
ceso, se procedi6 a esterilizar los frascos que
fueron utilizados, en una autoclave a 15 libras de
presion y 131°C por 20 minutos, al culminar se
extrajeron los frascos y se dejaron enfriar por 24
horas en un ambiente libre de patégenos, poste-
riormente se sembraron 3 semillas por frasco con
diferente niimero de repeticiones esto se puede
visualizar en la Tabla 1. b. Luego los frascos fue-
ron expuestos en una camara de crecimiento con
el fotoperiodo de 12 horas y la temperatura de
25°C £ 2 °C, 75% de humedad. 30 dias después
de la siembra, se evalu6 la variable de niimero de
semillas germinadas.
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Fase 3, Influencia de las fitohormonas en la
morfogénesis. En esta fase se utiliz6 cuatro tra-
tamientos de medios de cultivos, considerando
los resultados de la fase anterior, se utiliz6 como
medio de cultivo el tratamiento 5, para evitar la
oxidacién se suplemento con 1 g L de carbén
activado con pH ajustado a 5,8 y diferentes dosis
de Kinetina (Kin) y Acido Indol Butirico (AIB),
como estd indicado en la Tabla 1. c.

Como explantes se utilizé segmentos nodales,
provenientes de plantulas obtenidas de la fase
de germinacién del tratamiento M4, obteniendo
como unidad experimental un tubo de ensayo
con 20ml de medio de cultivo con un segmento
nodal de aproximadamente 1,0-1,5 cm de longi-
tud. Alos 120 dias, se evalué diferentes variables.

POBLACION Y MUESTRA

La poblacién fue conformada por un lote de semi-
llas de G. crinita, donde aproximadamente 0,5 g
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de semillas colectadas de individuos con caracte-
risticas fenotipicas superiores en altura, diametro
y un estado fitosanitario sano. De este lote, en la
fase 1 se tom6 una muestra de 388 semillas; para
la fase 2,192 semillas germinadas; en la fase 3, se
utilizaron 55 segmentos nodales provenientes de
las semillas germinadas In vitro.

Diseiio experimental, variables y
procesamiento de la informacién

En las tres fases del experimento se utilizé un
diseno experimental completamente al azar
(DCA), a cuyos resultados se aplico el Analisis de
Varianza (ANVA) y la prueba de comparacién de
medias de TUKEY y LSD con un 5% de significan-
cia (a= 0.05).

La informacién obtenida fue procesada
en OpenOffice y el programa computacional
“Sistema para Analisis de Variancia” (SISVAR 5.6)
(Ferreira, 2011).

En la fase 1, se aplicaron 5 tratamientos con
el nimero de repeticiones que se mencionan en
la tabla 1. Para esta fase, las variables evaluadas
fueron porcentaje de semillas sin contaminacién
y semilla contaminada. La evaluacién se realiz6 a
los 15 dias de instalado el experimento.

En la fase 2, se aplicaron 4 tratamientos con
el namero de repeticiones detalladas en la Tabla
1. En esta fase se evalu6 el nimero de semillas
germinadas y se expresé en %. La evaluacién
se realiz6 después de 30 dias de instalado el
experimento.

En la fase 3, de morfogénesis, se aplicaron 5
tratamientos, con repeticiones indicadas en la
Tabla 1. Las variables evaluadas fueron presencia
de callos, existencia de diferenciacion radicular,
numero de primordios radiculares y nimero de
brotes. La evaluacion se realizé después de 120
dias de la inoculacidon de los segmentos nodales.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la fase de desin-
fecciéon de las semillas por efecto del tiempo de
accion del hipoclorito de sodio al 2%, asi como
el efecto del medio de cultivo en la germinacién
de las semillas desinfectadas se presentan en la
Tabla 2.

De los tratamientos aplicados para la desinfec-
cion de semillas de G. crinita Mart por bacterias y
hongos, mediante la prueba de medias de Tukey
(p= 0,05) se determiné que el tratamiento T5 fue
el mas eficiente; por el contrario, con el trata-
miento control T1 se obtuvo total contaminacién
de las semillas en el medio de cultivo (Tabla 2,
a). Mientras que los mayores porcentajes de ger-
minacion de las semillas In vitro (Tabla 2. b) se
obtuvieron utilizando sélo Fitogel (tratamiento
M1) y en el tratamiento M4 se obtuvo el menor
porcentaje de germinacion.

La Tabla 3, presenta los resultados de la morfo-
génesis en la fase 3, donde se observa que existe
una mayor formacion de callos mediante el trata-
miento AC4 el cual es significativamente superior
a los demas tratamientos mediante la prueba de
medias de Tukey (p= 0,05) y del mismo modo
para primordios radiculares el tratamiento AC4
fue significativamente superior determinado por
la prueba de medias LSD (p= 0,05), mas con el
tratamiento AC1 no se formaron callos y tuvo
también el menor nimero de primordios radi-
culares (Tabla 3. a, b). Mientras que mediante la
prueba de medias LSD (p= 0,05), se determiné
que la mayor cantidad de brotes se obtuvo con
el tratamiento AC5 y las mas bajas se obtuvieron
con los tratamientos AC1 y AC2 (Tabla 3. c).

La figura 1, presenta el desarrollo morfogé-
nico de los explantes, en el que podemos ver la
proliferacion de callos (Figura 1, a), formacion de
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Figura 1. Morfogenesis en explantes de G. crinita Mart; a. Proliferacion de callos en explantes, por efecto de
la combinacién de auxinas y citoquininas en los medios de cultivo; b. Primordios radiculares; c. Produccién
de brotes; d. diferenciacién entre el tratamiento T4 y tratamiento T1 luego de 4 meses.
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Tabla 3. Evaluacién del efecto de diferentes concentraciones de kinetina (Kin) y Acido Indol Butirico (AIB) en la fase
de desarrollo morfogéncio de explantes provenientes de semillas germinadas In vitro de G. crinita Mart.

Fase de desarrollo morfogénico

a. Callogenesis b. Primordios radiculares c. Brotes
Tratamiento % Tratamiento N° Tratamiento N°
Fitohormonales Callos Fitohormonales Prlmord|os Fitohormonales Brotes
radiculares

AC4 = Kin (12 ppm) + AIB AC4 = Kin (12 ppm) ACS5 = Kin (4 ppm) +
(12 ppm) 100a + AIB (12 ppm) 49a AIB (12 ppm 4a

AC3 =Kin (12 ppm) + AIB ACS5 = Kin (4 ppm) + AC4 = Kin (12 ppm)
(4 ppm) 9091 ab AIB (12 ppm) 23ab + AIB (4 ppm) 3a

AC2 = Kin (4 ppm) + AIB AC3 = Kin (12 ppm) AC3 = Kin (12 ppm)
(4 ppm) 81,82 ab + AIB (4 ppm) 13b + AIB (12 ppm) 3a

ACS5 = Kin (4 ppm) + AIB AC2 =Kin (4 ppm) + AC2 = Kin (4 ppm) +
(12 ppm) 72,73b AIB (4 ppm) [ AIB (4 ppm) la
AC1 = Kin (0 ppm) + AIB 00,00 ¢ AC1 = Kin (O ppm) + 5b AC1 = Kin (O ppm) + 1a

(O ppm)

AIB (0 ppm)

AIB (0 ppm)

Letras iguales no presentan diferencias significativas. Tukey (p= 0,05) para primordios radiculares (b.) y LSD (p= 0,05) para callogénesis (a.) y

brotes (c.).

primordios radiculares (Figura 1, b), formacién
de brotes (Figura 1, c) y diferentes grados de for-
macion de brotes (Figura 1, d).

Finalmente, realizando el analisis de varianza
de los resultados de las tres fases del experi-
mento se determind que en todas las fases del
experimento existe diferencia estadisticamente
significativa entre los tratamientos aplicados

DISCUSION

Teniendo en cuenta los resultados presenta-
dos en la Tabla 2. a, l]a misma demuestra que
existe una relaciéon inversamente proporcional
entre el tiempo de exposicion al (NaClO) al 2%
y la contaminacién de las semillas, resultado
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que es corroborado con lo manifestado por
Chudzikiewicz (2019), que menciona que la
exposicion de los explantes a un tiempo mayor
y un conjunto de fungicidas, resulta en un por-
centaje menor de contaminacién, por su parte
Arbelaez et al. (2016) menciona que el hipoclo-
rito de sodio es uno de los mejores desinfectantes
utilizados en técnicas de cultivo In vitro, evitando
contaminaciones por diversos patogenos. Asi
mismo, los resultados obtenidos en la fase 1, de
desinfeccion (Tabla 1) son similares a los obte-
nidos por Villegas (2008). Asi mismo Ramirez,
et al. (2014) y Ticona & Triguero (2019), logra-
ron controlar la contaminacién con tratamientos
similares.

Respecto a los resultados obtenidos, en la
segunda fase (Tabla 2. b.) los resultados difieren

DOI: https:/doi.org/10.24841/fav31i1.572 65



FOURA
Amazdnica

a lo afirmado por Ali-Rachedi et al. (2004), que
menciona que las semillas de P, nitida y P. ledifo-
lia, obtienen una mayor proporcién germinacion,
se adiciona al medio de cultivo una fitohor-
mona GA3; sin embargo, Flores-Hernandez et al.
(2017), menciona que los medios de cultivo (MS)
al 50%, tiene una mayor eficiencia en el desarro-
llo vegetal; por lo que Devlin (1980) menciona,
que el desarrollo de los vegetales en el creci-
miento y diferenciacion de drganos, es regulado
por la accién de la fitohormona; los mismos que
Diaz-Pillasca et al. (2022), indican que estos acti-
van o inhiben determinados procesos fisiologicos
interactuando entre si; mas las altas concentra-
ciones de azucares, son agentes promotores del
crecimiento (Tacoronte et al, 2017), lo que justi-
ficaria el hecho de que, la combinacién de Fitogel
y sacarosa (M4), es el mejor tratamiento que se
visualizé en un periodo de incubacién (4 meses),
en tanto que estadisticamente el mejor trata-
miento fue el M1, evaluado en un mes.

En base al ANVA, se determind que existen
diferencias significativas entre los tratamientos
aplicados en todas las fases del estudio tal como
se presenta en la Tabla 2 y 3, el cual se presenta
que los tratamientos que poseen la misma letra
forman grupos con resultados estadisticamente
iguales.

Es importante destacar que en todos los
resultados obtuvieron mas de un grupo de tra-
tamientos estadisticamente iguales, a excepcién
de la formacién de brotes, donde todos los tra-
tamientos dieron resultados estadisticamente
iguales, pudiéndose suponer que se necesita
incrementar la concentracion de fitohormonas
que incrementan la produccion de brotes.

En la fase tres, se logré la formacién de callo
en todos los tratamientos a excepcidn del trata-
miento AC1 que no tenia ninguna fitohormona,
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demostrandose que todas las concentraciones
tanto de kinetina y de AIB son suficientes para
incentivar la formacién de callos en esta especie;
por lo que para Gordon et al. (2009), la forma-
cion de callos responden al uso de fitohormonas
pudiendo incluso llegar a generar dificultades
por su aplicacién excesiva; por lo que las auxi-
nas como el AIB, son utilizados para promover la
division celular y proliferacién de raices (George
etal, 2008), que en conjunto con las citoquininas
como la kinetina, son capaces de inducir el creci-
miento del callo (Vageeshbabu & Boopal, 2016)
y como también del desarrollo de embriones
androgénicos (Olszewska et al, 2014) .

En relacion a la formacién de primordios radi-
culares, Ruiz (2010) y Garay-Arroyo et al. (2014),
afirman que las auxinas, son los tnicos fitohor-
monas que propician la formacién de primordios
radiculares, esto guarda relaciéon con los resul-
tados obtenidos en el presente estudio, donde
los tratamientos AC4 y AC5, que tienen la mayor
concentracion de AIB (12ppm), presentaron la
mayor formaciéon de primordios radiculares, sin
embargo un inadecuado control puede afectar la
calidad de las raices y el desarrollo de obtencién
de estas (Uribe et al.,, 2012).

Se debe tener en cuenta que, en la fase de desa-
rrollo o formaciéon de primordios radiculares, las
células se diferencian, de acuerdo a las concen-
traciones de auxinas (AIB) y citoquininas (Kin)
en los medios de cultivo, por lo que, si este tiene
mayor cantidad de auxina, se obtiene primor-
dios radiculares, y si este tiene concentracion de
citoquininas la diferenciacion se encamina hacia
la proliferaciéon de brotes o en la obtencién de
yemas apicales.

Asi mismo Couto et al. (2021), refiere que la
utilizacién de citoquininas con determinadas
auxinas, son Optimas inductoras de brotes en los
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explantes, y determinan que la mejor relacion de
acido indol butirico (AIB) y citoquininas (KIN)
en la propagacién de yemas axilares de sauce es
de 1/1 en el medio Murashige and Skoog (1962),
esto podria explicar el hecho que en el presente
experimento, se obtuvo la mayor proliferacién
de primordios radiculares en el tratamiento AC4,
donde la relacién entre auxinas y citoquininas es
de 1:1.

CONCLUSIONES

e El control de la contaminacién de semillas de
G. crinita Mart, con soluciones de Hipoclorito
de sodio (NaClO) al 2%, es inversamente pro-
porcional al tiempo de exposicién, siendo que
los tiempos entre 10 y 20 minutos presenta-
ron una eficiencia en su aplicacion.

e El porcentaje de germinaciéon de las semillas
de G. crinita Mart. In vitro depende del tipo de
sustrato y el tiempo a la exposicion a estas,
cuando los nutrientes disminuyen por el con-
sumo de las plantas, estas utilizan sus reservas
llegando a auto consumirse y posteriormente
mueren si es que el sustrato no tiene nutrien-
tes adicionales.

e Las concentraciones de auxinas y citoquininas
utilizadas promovieron una abundante forma-
cion de callos.

e Las concentraciones de auxinas (AIB) y cito-
quininas (Kin) utilizadas permitieron la
formacion de primordios radiculares.

e Las concentraciones de auxinas y citoquininas
utilizadas, permitieron la formacién de igual
numero de brotes, siendo necesario probar el
efecto de diferentes dosis de citoquininas para
formar una mayor cantidad de brotes.
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