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RESUMEN

Dentro del marco del Programa de forestacién e investigacidn forestal de Sociedad Minera Cerro Verde se realizé
el presente estudio, con la finalidad de establecer un protocolo de propagacién vegetativa mediante la técnica
de propagacidn in vitro de yemas de quefioa (Polylepis rugulosa Bitter) para su conservacion, por ser una especie
forestal en peligro, para lo cual se realiz6 el cultivo con diferentes concentraciones de auxina y citoquinina en la
fase de multiplicacion in vitro, pasando por la fase de establecimiento la cual fue superada con un alto porcentaje
de sobrevivencia siguiendo el protocolo de esterilizacién con etanol al 96% e hipoclorito de sodio al 2,5% las
cuales fueron cultivadas en medio Murashige & Skoog. En la fase de multiplicacion se usaron 3 concentraciones
de ANA y 5 concentraciones de BAP, siendo el de mejor respuesta la combinacién de 0,25 pM ANA + 2 uM BAP
con 15.8 brotes, los mismos que alcanzaron 9 mm de tamafio, 2,7 hojas en promedio por explante y no
presentaron formacién de callo, posteriormente se realizé dos subcultivos de este tratamiento cuya tasa de
multiplicacién resultd 1:17 brotes en 30 dias.

Palabras clave: Polylepis rugulosa; propagaciéon in vitro; reguladores de crecimiento; establecimiento;
multiplicacion.

ABSTRACT

Within the framework of the forestry research and afforestation program of Sociedad Minera Cerro Verde, this
study was carried out, in order to establish a protocol for vegetative propagation using the in vitro propagation
technique of quefioa buds (Polylepis rugulosa Bitter) for their conservation, as it is an endangered forest species,
for which the cultivation was carried out with different concentrations of auxin and cytokinin in the in vitro
multiplication phase, passing through the establishment phase which was overcome with a high percentage of
survival following the protocol sterilization with 96% ethanol and 2.5% sodium hypochlorite which were
cultured in Murashige & Skoog medium. In the multiplication phase, 3 concentrations of ANA and 5
concentrations of BAP were used, with the best response being the combination of 0.25 uM ANA + 2 uM BAP
with 15.8 shoots, the same ones that reached 9 mm in size, 2.7 leaves on average per explant and did not show
callus formation, subsequently two subcultures of this treatment were carried out, whose multiplication rate
was 1:17 shoots in 30 days.
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INTRODUCCION

El género Polylepis se encuentra con la mayor
distribuciéon de forma natural en Peru (Mamani,
2018), se tiene un reporte de 19 especies,
considerandose, asi como el pais que presenta la
mas alta diversidad de este género, de la cual
resulta Cusco y Ayacucho con la mayor cantidad de
especies presentes en dichas zonas (Mendoza &
Cano, 2011).

Los arboles de Polylepis tienen una corteza y hojas
que les permite adaptarse a extremas condiciones
climaticas de la regién de los Andes (Zapata et al,,
2012). Son importantes dado que albergan
diferentes especies de flora y fauna (Ames et al,
2019), en especial aves (Rios et al, 2018), asi
mismo la presencia de este género reduce los
efectos del cambio climatico y regula los recursos
hidricos (Mamani, 2018). Sin embargo los peligros
que afronta este género estd relacionado con las
actividades humanas y las perturbaciones (Rios et
al,, 2018), haciéndolos cada vez mas vulnerables
debido a la deforestacion y el pastoreo (Zutta et al,,
2012). Por otro lado, las semillas que pudieron
colectar Canales & Huarasa (2020) de la especie
Polylepis incana fueron sometidas a tres
tratamientos, obteniendo un 9% de poder
germinativo del tratamiento con agua residual. De

igual manera Vega et al. (2018), encontraron
porcentajes de germinacién entre 2% y 19% en
tres especies de Polylepis. Lo cual demuestra que la
quefioa es una especie que presenta dificultad en su
propagacion por semillas botanicas.

De acuerdo a la informacién obtenida del cultivo in
vitro del género Polylepis se encontré trabajos
realizados por Mamani et al. (2015) y Taborga et al.
(2016) que desarrollaron la propagacién hasta la
fase de multiplicacién en las especies Polylepis
pepei y Polylepis besseri respectivamente, mientras
que Vegaetal. (2007) desarrollaron hasta la fase de
enraizamiento en la especie Polylepis tomentella, de
todo estos trabajos realizados por diferentes
autores se pudo revisar que obtuvieron entre 3,1y
5 brotes por explante en la fase de multiplicacion.
Mediante la técnica de propagacién in vitro, es
posible desarrollar un protocolo de propagacién
que permita su conservacion y producciéon masiva
de plantas en el menor tiempo posible y en
cualquier época del afio lo cual favorecerd la
reforestacion y restauracién de bosques de quefioa.
Por todo lo expuesto el objetivo de esta
investigaciéon fue generar un mayor numero de
brotes mediante la combinacién adecuada de la
auxina (ANA) y citoquina (BAP).

MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se desarrollé en el Laboratorio
de Biotecnologia de Sociedad Minera Cerro Verde,
distrito de Uchumayo, Arequipa, Pery; llevandose a
cabo en tres etapas:

Etapa 1

Extraccion de los explantes

El material vegetal que se utilizé provino de plantas
madre de 90 cm de altura promedio, aclimatadas
bajo condiciones de vivero (Figura 3a), donde se
les realizé tratamientos previos como lavado de
hojas, aplicacién de fungicida y bioestimulantes.

Etapa 2 Establecimiento

Desinfeccion de explantes

Se extrajo brotes idealmente juveniles entre 4 y 5
cm de longitud promedio y que no presenten
sintomas de enfermedades, los cuales fueron
colectados el mismo dia que se realizé la siembra.
Los explantes (Figura 3b) fueron lavados con
abundante agua y jabén liquido por 3 minutos,
seguidamente inmersos en etanol al 90% durante 1
minuto en constante agitacion, luego sumergidos
en solucién de hipoclorito de sodio al 2,5% por 5
minutos y finalmente se enjuagd tres veces con
agua destilada esterilizada.

Siembra del material vegetativo

Se sembraron 5 yemas por frasco (Figura 3d), se
emple6 el medio Murashige & Skoog al cual se
agregd 3% de sacarosa y 0,6% de agar, el pH fue
ajustado a 5,7; una vez concluida la siembra, los
recipientes de plastico fueron colocados durante 4

dias a oscuridad absoluta y de esta manera reducir
el nivel de fenolizacién, para su evaluacién se
utiliz6 la escala cualitativa que empleé Concepcion
etal. (2005) adaptado de Ramirez y Salazar (1998),
transcurrido el tiempo estos fueron colocados en la
camara de incubacién a una temperatura de 25°C
con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad. Dos semanas después de la siembra se
efectué la remocioén de sustancias fendlicas de la
base de los explantes, en esta fase se evalu6 en
porcentaje de contaminacion y fenolizacidn.

Etapa 3 Multiplicacién

Se emplearon explantes provenientes de la fase de
establecimiento los cuales fueron cultivados en el
medio de cultivo nutritivo de Murashige & Skoog al
cual se le adicioné diferentes concentraciones de
ANA (0, 0,25y 0,5uM) y BAP (0, 2, 4, 6 y 8uM) bajo
un Disefio de Bloques Completamente al Azar con
arreglo factorial 5 x 3, distribuidos en 15
tratamientos, 5 repeticiones y 75 unidades
experimentales, con andlisis de varianza (ANOVA)
y se establecid diferencias significativas con la
prueba de especificidad de LSD Fisher para los
caracteres cuantitativos. Para obtener los datos del
peso de masa de los explantes/frasco (Tabla 3) se
realiz6 4 evaluaciones a partir de la semana 3 con
el uso de una balanza analitica y la evaluacioén final
con respecto a las variables: nimero de brotes,
longitud de brotes, nimero de hojas y formacién de
callo se realiz6 a los 45 dias después de la siembra.



C. Mollohuanca Ccuno et al. 2021. Manglar 18(2): 207-213

210

RESULTADOS Y DISCUSION

Fase de establecimiento

Se pudo apreciar que los explantes presentaron
Unicamente contaminacién del tipo fungoso en un
9.8% (bajo), debido a que el material previamente
fue instalado bajo condiciones de vivero. Cabe
mencionar que para reducir el porcentaje de
contaminacién se debe realizar tratamientos
previos a las plantas madre de las que se extraeran
los explantes, como lo concluyen Jones y Flores-
Mora (2007): un buen manejo agronémico del
material en invernadero disminuye la presencia de
microorganismos, como también lo indicaron
Cancino-Escalante et al. (2015); Abdelnour-
Esquivel y Mufioz (2005) mencionan que los
explantes provenientes de estacas mantenidas en
vivero hicieron que los desinfectantes como el
hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio sean
efectivos.

Sigarroa-Rieche y Garcia (2011), Martinez-Cruz et
al. (2013) y Nufiez et al. (2017) indican que antes
del proceso de desinfeccion con etanol e
hipoclorito de sodio, lavaron sus explantes con
agua y jabon liquido comercial. Roca y Mroginski
(1991) sugieren que lavar los explantes con agua y
detergente mejora la desinfestacion de explantes;
del mismo modo se realizé en el presente trabajo.
Se utiliz6 el hipoclorito de sodio (NaClO) como
desinfectante ya que tiene la ventaja de enjuagarse
més facilmente de las superficies después de la
esterilizacion y asi eliminar los agentes
contaminantes no deseados. La solucién de
hipoclorito de sodio (NaClO) a concentraciones
entre 1% a 3 % son las mas usadas en el proceso de
esterilizacion de explantes siempre que no afecte el
estado de los tejidos (Borges et al., 2009).

Fenolizacién / Oxidacion

Se pudo evitar que la fenolizacién sea muy alta al
someter los explantes sembrados a oscuridad
durante 4 dias, ya que la quefioa, por ser lefiosa,
tiene la tendencia a fenolizar, se obtuvo 89.16% de
fenolizacién, con un nivel de poco fenolizado.
Méndez-Alvarez et al. (2014) realizaron un trabajo
en donde después de haber desinfectado y
sembrado los explantes, los colocaron en un cuarto
de crecimiento donde permanecieron en oscuridad
durante una semana, posteriormente los

Tabla 1

transfirieron a una intensidad luminica de 2000 lux
con un fotoperiodo de 16 horas luz.

En el trabajo desarrollado por Jacinto (2018),
menciona que todos sus tratamientos presentaron
oxidacion, atribuyendo al dafio que sufren los
tejidos en el momento de realizar los cortes de la
parte basal del material lo cual concuerda con el
presente trabajo, ya que se obtuvo también un
porcentaje alto de fenolizacion en la parte basal de
los explantes (Figura 3c).

Azofeifa (2009) alude que existen varias
estrategias para evitar la oxidaciéon de los
explantes. En primer lugar estd la prevencién y
disminuciéon de las causas que provocan o
estimulan el estrés oxidativo. Sin embargo si no se
pudiera evitar se puede recurrir a otros
procedimientos con la finalidad de controlar el
proceso oxidativo; por lo cual, transcurridas dos
semanas después de la siembra, se procedié con la
remocion de sustancias fenodlicas, se pudo notar
que, al realizar esta actividad, los explantes
empezaban a desarrollarse ya que el estar en el
medio inicial no les permitia desarrollarse.

Fase de multiplicacién

Crecimiento en peso

En la Tabla 1 se muestra los datos obtenidos del
peso de masa de brotes/explante de las semanas 3,
4,5y 6 en la fase de multiplicacién, mediante la
prueba estadistica ANOVA (p > 0,05) nos indica que
existe diferencia  significativa entre los
tratamientos en las semanas 3, 4, 5 y 6; en tanto la
prueba de especificidad de LSD Fisher muestra que
durante la semana 3 el tratamiento 0 uM ANA + 2
uM BAP presentd el mas alto valor, con 0.83 g en
comparacion al restos de tratamientos; durante la
semana 4 los tratamientos 0 pM ANA + 2 uM BAP y
0,25 pM ANA + 2 uM BAP presentaron los més altos
valores de peso promedio con 1,08 y 1,24 g
respectivamente; en la semana 5 el tratamiento
0,25 pM ANA + 2 pM BAP presentd el mas alto valor
en peso con 2,25 gy finalmente en la semana 6, el
tratamiento 0,25 pM ANA + 2 pM BAP present6 el
mas alto valor en peso con 4,22 g con respecto al
resto de tratamientos. Los pesos iniciales a los 21
dias podrian estar influenciados por el tamafio de
los explantes; sin embargo, al momento de la
siembra se trat6 de emplear yemas de un tamafio
uniforme.

Peso de masa de brotes/explante de Polylepis rugulosa Bitter en 15 tratamientos combinados de ANA y BAP

Peso promedio (g) en semana

Tratamiento ANA (uM) BAP (uM)

3 4 5 6

T1 0 + 0 0,67 bc 0,83b 1,04 def 1,28 fg
T2 2 0,83 a 1,08a 1,77b 2,88b
T3 4 0,48 ef 0,64 cd 1,14 cde 1,64 cdef
T4 6 0,41efgh 0,66 cd 1,05 ef 1,72 cd
T5 8 0,36 fgh 0,54 def 0,85 fg 1,35 efg
T6 0,25+ 0 0,34gh 036g 0,37h 0,39h
T7 2 0,77ab 1,24 a 2,25a 4,22a
T8 4 0,60 cd 0,86 b 1,33 ¢ 1,94 c
T9 6 0,29h 0,46 efg 067g 1,17¢g
T10 8 0,53 df 0,84b 1,27 cd 1,76 cd
T11 0,5+ 0 0,36 fgh 0,38fg 0,39h 0,44 h
T12 2 0,37 fgh 0,55 de 0,88 f 1,49 defg
T13 4 0,46 efg 0,65 cd 0,95 ef 1,34 efg
T14 6 0,37 fgh 0,59 cde 0,97 ef 1,69 cde
T15 8 0,50 de 0,72 bc 1,10 de 1,94 c

a, b, c... corresponden a la prueba LSD Fisher a=0,05.
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Se puede observar (Tabla 1) que cada semana que
transcurria se producia un incremento del peso
notandose que los tratamientos 0 uM ANA + 2 pM
BAP y 0,25 pM ANA + 2 puM BAP mantuvieron los
mas altos valores de peso durante las semanas
evaluadas por otro lado los tratamientos 0,25 pM
ANA + 0 pM BAP y 0,5 uM ANA + 0 pM BAP
presentaron los valores mas bajos durante las
semanas evaluadas y no existe mucha diferencia en
el aumento de peso durante las 4 semanas
evaluadas, a diferencia del resto de tratamientos, lo
cual demuestra que al no aplicar citoquinina BAP a
estos tratamientos no hubo divisién celular por lo
tanto tampoco formacién de nuevos brotes lo que
hizo que el aumento en peso no sea tan notorio en
cada semana y al contener inicamente auxina ANA
se mantuvo la dominancia apical.

Posteriormente se realizé el andlisis de correlacién
entre el peso y el nimero de brotes obteniéndose
un coeficiente de correlaciéon de 0.92 entre las
variables lo cual indica que es una relacion lineal
positiva y fuerte segin las consideraciones de
interpretaciéon de Martinez et al. (2009). Dicho
resultado se corrobora con el trabajo realizado por
Colmenares y Giménez (2003), en el cual para el
banano cv. ‘Williams’ obtuvieron la mayor cantidad
de brotes (8,4) y mayor peso fresco por explante en
SIT (19,9 g) que en medio de cultivo sélido que
proporciond la menor cantidad de brotes (2,4) y
peso fresco (4,4 g) ambos datos lo obtuvieron a los
30 dias de su cultivo, mencionando que existe una
correlacion directa entre el peso fresco y el
incremento del nimero de brotes. En la figura 1 se
puede apreciar que a medida que incrementa el
peso también se incrementa el nimero de brotes.
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Figura 1. Relacién lineal positiva y fuerte entre las
variables de peso y nimero de brotes.

Niimero de brotes

El nimero de brotes obtenidos de los quince
tratamientos durante el primer subcultivo (Figura
3f) en la fase de multiplicacién mediante la prueba
estadistica ANOVA (P > 0,05), nos indica que existe
diferencia significativa entre los tratamientos, la
prueba de especificidad de LSD Fisher nos indica
que el tratamiento 0,25 pM ANA + 2 pM BAP
muestra los mejores resultados con 15,8 brotes
(Figura 2), lo cual concuerda con lo que menciona
Pierik (1997): las citoquininas generalmente
promueven la division celular, especialmente si se
agrega con una auxina; también coincide con los

N° de brotes
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trabajos que desarrollaron Mamani y Murillo
(2020), Medina et al. (2014) y Castellanos et al.
(2006) obteniendo en la interaccién de citoquinina
y auxina que los explantes empleados promovieron
mayor numero de brotes, siendo necesaria la
presencia de ambos reguladores de crecimiento
para la fase de multiplicacién.

18

16 A
14 A
12 1
10 -

g
{oa
[o1°]

D Vb % b @ QO B & b0 @ Q% b @
oV oV Vv o\ Q\g'?\gr;o\qﬁ\g@%\g'ﬁ\ Q<?\ Q<‘3\ sz\ SP\ Qc‘,\

Tratamientos (UM ANA/uM BAP)

Figura 2. Numero de brotes a los 45 dias en la fase de
multiplicacion in vitro de yemas de Polylepis rugulosa
(quefioa) en diferentes concentraciones de citoquina y
auxina.

Es necesario mencionar que todos los tratamientos
que contenian citoquinina BAP presentaron
formacién de nuevos brotes (Figura 3e) a pesar de
que algunos no contenian auxina, lo cual se
relaciona con los resultados mostrados por Torres
y Suarez (2013), en los que, para la aplicacién de
citoquininas en su caso de estudio emplearon el
BAP, vieron que es necesaria para incrementar el
numero de brotes en la fase de multiplicacion a
partir de explantes en condiciones in vitro. Por lo
tanto, los tratamientos que tienen cero
concentraciones de citoquinina presentaron nula
formacion de nuevos brotes comprobando que las
citoquininas promueven la formacién de brotes
axilares (Pierik, 1997). Asi mismo Solis etal. (2011)
afirma que el nimero de brotes es una variable
importante en la fase de multiplicacion ya que
permitira obtener la tasa de multiplicacién.

Con relaciéon a los resultados segin factores
principales, al realizar la prueba de especificidad de
LSD Fisher se observa (Tabla 2) que la mejor
respuesta para el factor principal citoquinina (BAP)
esde 10,55 brotes por explante de la concentracion
2 uM diferente estadisticamente al resto de las
concentraciones, mientras que el menor valor lo
representa la concentracién 0 pM de BAP, con un
promedio de 1 brote por explante similar resultado
obtuvieron Rodriguez et al. (2003) en Ila
propagacion in vitro de Artemisia absinthium en
donde el tratamiento sin BAP (testigo), obtuvo el
menor e igual nimero de brotes en cada uno de los
periodos evaluados (20, 30 y 40 dias). Respecto a
los resultados para el factor principal auxina (ANA)
la concentracién que permitié la multiplicacién de
brotes es de 0,25 uM con 6,33 brotes por explante,
mientras que las concentraciones 0 uM y 0,50 pM
presentaron 4,70 y 4,38 brotes / explante
respectivamente, y ambas concentraciones no
presentan diferencia significativa.
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Tabla 2
Numero de brotes a los 45 dias después de la siembra a nivel de factores principales en la fase de multiplicacién in vitro de
yemas de Polylepis rugulosa Bitter (quefioa)

Factores principales

Concentracion Concentracién

Citoquina BAP Promedio Auxina ANA Promedio
C2 2 uM BAP 10,55a A2 0,25 uM ANA 6,33a
C3 4 uM BAP 528b Al 0,00 uM ANA 4,70 b
C4 6 uM BAP 501b A3 0,50 uM ANA 4,38b
C5 8 uM BAP 3,83b
C1 0 uM BAP 1,00 c

a,b,c... corresponden a la prueba LSD Fisher a=0,05.

En el presente trabajo también se determind la tasa
de multiplicacion para ello se realiz6 dos siembras
adicionales del tratamiento 0,25uM ANA+ 2uM BAP
ya que presenté la mayor cantidad de brotes, en el
segundo subcultivo se obtuvo un promedio de 15,4
yemas por cada yema sembrada inicialmente,
mientras que el tercer subcultivo 19,5 yemas por
cada yema sembrada; finalmente con los tres
subcultivos realizados se sac6 el promedio
obteniendo una tasa de multiplicacién de 1:17. El
numero de brotes es una variable importante en la
fase de multiplicacién ya que a mayor numero de
brotes se tendra una mayor tasa de multiplicacion

Figura 3. Secuencia de la micropropagacién en Polylepis
rugulosa Bitter. (a) Plantas madre, (b) Brotes
diseccionados, (c) Poca fenolizacién y traslado de yemas
(d) Explantes en medio de multiplicacién, (e)
Proliferacién de brotes/explante/frasco, (f) Brotes
aislados por explante.

Longitud de brotes

Mediante la prueba estadistica ANOVA (P > 0,05)
muestra que existe diferencia significativa con
respecto a la altura de los brotes, la prueba de
especificidad de LSD Fisher indic6 que los trata-
mientos 0 uM ANA + Op M BAP y 0,5 uM ANA + 0
UM BAP presentaron los mejores resultados (31 y
27 mm respectivamente), seguido del tratamiento
0,25 uM ANA + 0 uM BAP con 20 mm; mientras que
el resto de los tratamientos no presentaron
diferencias significativas entre si (Figura 4).

Se pudo observar que aquellos tratamientos en los
cuales estuvo presente la citoquinina BAP
presentan alturas entre 8,6 mm y 12 mm como
maximo, mientras que aquellos tratamientos en los
cuales no se aplicé citoquinina BAP presentan los
valores mas altos en altura, lo cual demuestra que
sin la incorporacién de citoquinina obtenemos una
mayor altura foliar mientras que la presencia de
citoquinina en los tratamientos la altura disminuye,
coincidiendo con lo que menciona Pierik (1997)
sobre cémo las citoquininas disminuyen la

dominancia apical, y también con Arredondo
(2000), citado por Uribe y Cifuentes (2004),
seflalando que para obtener explantes de mayor
longitud, es necesario que el medio de cultivo sea
suplementado con una menor concentraciéon de
citoquininas, ya que con esto se logra disminuir la
division celular y favorecer la elongacion del tejido
por la accién de las auxinas, los resultados
obtenidos concuerdan con lo que obtuvo Cob et al.
(2016), que al bajar la concentracién de citoquinina
en la relacién AIB/BAP, el tamafio de los explantes
de Quillaja Saponaria aumentaron; la altura optima
lo alcanzaron con el tratamiento T9 (1,5/0,5 mg L1
de AIB/BAP). En contraste, los microtallos que
fueron cultivados en el tratamiento T5 (1,0/3,0 mg
L-tde AIB/BAP) no elongaron, y observaron
explantes en forma de roseta.
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Figura 4. Longitud de brotes a los 45 dias en la fase de
multiplicacion in vitro de yemas de Polylepis rugulosa
(quefioa) en diferentes concentraciones de citoquinina y
auxina.

en donde encontraron que el tamafio de los
explantes aumentaron al bajar la concentracién de
citoquinina en la relacién AIB/BAP

El tratamiento 0 uM ANA+ 0 pM BAP presentd la
mayor altura (31 mm) en comparaciéon al resto
tratamientos, resulta importante mencionar que
este tratamiento no contiene reguladores de
crecimiento lo cual coincide con los resultados
obtenidos por Rodriguez et al. (2003), donde
evaluaron el comportamiento de la altura de los
brotes, en el cual el tratamiento testigo (T-1), sin
reguladores, obtuvo los mayores valores en 3
periodos evaluados (20, 30 y 40 dias) que fueron
estadisticamente diferentes entre ellos y con el
resto de los tratamientos y similar resultado se
encontrd con el trabajo realizado por Gutierrez-
Rozeti y Gonzales (2019).

Se pudo notar que los tratamientos que obtuvieron
los mas altos valores en cuanto a la variable
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longitud de brote presentaron los valores mas
bajos respecto a la variable nimero de brotes,
semejante resultado fue obtenido por Vega et al.
(2007), ya que observaron que el grupo 1A
presentd el mayor promedio en cuanto a la altura
de explantes y al mismo tiempo el menor niimero
de brotes a los 30 dias de evaluacién. Esta
observacién demuestra una relacién inversamente
proporcional respecto a estas variables; es decir,
que a mayor longitud del explante se registr6é una
menor formacién de brotes y viceversa; no
obstante, estos resultados difieren de los
encontrados por Mamani etal. (2015) debido a que
el tratamiento que presentd el mayor numero de
brotes mostré a su vez una mayor longitud y
numero de hojas.

Numero de hojas

Con respecto al nimero de hojas la prueba
estadistica ANOVA (P > 0,05) nos indica que existe
diferencia significativa entre los tratamientos, la
prueba de especificidad de LSD Fisher muestra que
los tratamientos 0 pM ANA + 0 uM BAP; 0,25 uM
ANA + 0 uM BAP y 0,5 uM ANA + 0 uM BAP
presentaron los més altos valores, con 4,7; 4,6 y 4,5
hojas en promedio por brote respectivamente
(Figura 5).

N° de hojas
w

[S]

-

=1

Q Vb % b @ 0 L% b QL @
SV oV oV b Q\Q?%\Q(}%\Q'ﬁ\gﬁ'%\g'ﬁ\s‘)\Q@\ Q@\Q%\ng\

Tratamiento (LM ANA/uM BAP)
Figura 5. Nimero de hojas a los 45 dias en la fase de
multiplicacién in vitro de yemas de Polylepis rugulosa
(quefioa) en diferentes concentraciones de citoquinina y
auxina.

Los tratamientos que obtuvieron los mas altos
valores en cuanto a la variable longitud de brote
también presentaron los mas altos valores respecto
a la variable nimero de hojas, lo cual permite
afirmar para el caso del estudio realizado que el
numero de hojas es directamente proporcional a la
longitud de brotes, lo que quiere decir que a mayor
longitud mayor ndmero de hojas, similar resultado
encontrado por Villa y Arbeldez (2019) con
relacion a las variables de altura y nimero de hojas
en uno de sus tratamientos empleados. Respecto a
las variables nimero de brotes y nimero de hojas
se observaron resultados inversamente

proporcionales, lo cual difiere con lo obtenido por
Vega et al. (2007) en donde observaron una
relaciéon directamente proporcional entre la
formacién de brotes y el ndmero de hojas
diferenciadas en los explantes evaluados.

Formacion de callo

En la Figura 6 se muestra los porcentajes de la
formacién de callo que presentaron los explantes
sometidos a diferentes concentraciones de
reguladores de crecimiento (auxina y citoquinina),
se puede notar que la mayoria de tratamientos no
presentaron formacién de callo a excepcion de los
tratamientos 0,25 uM ANA + 6 uM BAP; 0,25 uM
ANA + 8 uM BAP; 0,5 uM ANA + 0 uM BAP y 0,5 uM
ANA + 4 pM BAP con una ligera formacién de callo,
sin embargo al realizar el andlisis estadistico la
prueba estadistica ANOVA (P > 0,05) indica que
todos los tratamientos son iguales, por lo que cada
uno de los tratamientos pueden ser empleados.
Roca y Mroginski (1991), mencionan que la
propagacion clonal trae consigo producir un nuevo
individuo con los mismos genes de su progenitor y
hasta el momento los explantes mas usados en la
propagacion in vitro son puntas de tallos y yemas
laterales. Por tal motivo en la micropropragacion
muy pocas veces se usan callos. Cabe mencionar
que para el caso del estudio realizado esta
orientado a producir nuevas plantas a través de la
organogénesis directa es decir producir una nueva
planta a partir de yemas sin formacidn de callo.
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Figura 6. Porcentaje de formacién de callo a los 45 dias
en la fase de multiplicacién in vitro de yemas de Polylepis
rugulosa (quefioa) en diferentes concentraciones de
citoquinina y auxina.

CONCLUSIONES

La concentracién de citoquinina de 2 pM BAP en
combinacién con la auxina de 0,25 pM ANA gener6
la mayor proliferaciéon de brotes de 1:17. Se
recomienda realizar el subcultivo de explantes a los
60 dias en la fase de multiplicaciéon para probar
superar el nimero de brotes obtenidos. Realizar

investigaciones en otras especies de quefioa, con la
concentracién que permitié obtener la mayor
cantidad de brotes en Polylepis rugulosa Bitter,
para probar el mismo resultado en la fase de
multiplicacion.
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