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RESUMEN

Prosopis pallida (Willd.) Kunth, es el principal simbolo de los bosques secos del norte del Perq,
catalogandose como especie de importancia ecolégica, al contribuir con el crecimiento y desarrollo de
especies autéctonas de animales. Sin embargo, por su importancia econémica constituye ser una
especie amenazada al obtenerse lefia que es comercializada por los pobladores aledafios. Siendo
necesario la obtencién de protocolos de propagacion que permitan la producciéon masiva de plantulas
con fines de reforestacion, siendo la propagacion in vitro una buena alternativa. Ante ello se propuso
como objetivo determinar el efecto de la 6- Bencilaminopurina y del medio de cultivo MS (1962), en el
establecimiento in vitro de P. pallida (Willd.) Kunth. El trabajo experimental se desarroll6 en el
Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de papa y Cultivos Andinos. Donde se preparé diferentes
concentraciones de medio de cultivo MS (1962), suplementado con diferentes concentraciones de 6-
Bencilaminopurina. Se aplic6 un disefio de bloques completos al azar. Se concluye que T4, constituido
por 1/2 MS (1962) y 0.00 ppm BAP es el mejor en lo referente a longitud, mientras que T7, constituido
por un 1/3 MS (1962) y 0.00 ppm BAP es el mejor en lo referente al nimero de raices de P. pallida
(Willd.) Kunth.

Palabras claves: Establecimiento in vitro, Prosopis pallida, 6- Bencilaminopurina.

ABSTRACT

Prosopis pallida (Willd.) Kunth, is the main symbol of dry forests in northern Peru, being classified as
a species of ecological importance, contributing to the growth and development of native species of
animals. However, due to its economic importance, it constitutes a threatened species when obtaining
firewood that is commercialized by the surrounding inhabitants. It is necessary to obtain propagation
protocols that allow the mass production of seedlings for reforestation purposes, with in vitro
propagation being a good alternative. In view of this, it was proposed to determine the effect of 6-
benzylaminopurine and the MS culture medium (1962), in the in vitro establishment of P. pallida (Willd.)
Kunth.The experimental work was developed in the Biotechnology Laboratory of the Andean Potato
and Crops Institute. Where different concentrations of MS culture medium (1962) were prepared,
supplemented with different concentrations of 6- benzylaminopurine. A randomized complete block
design was applied. It is concluded that T4, consisting of 1/2 MS (1962) and 0.00 ppm BAP is the best
in terms of length, while T7, consisting of 1/3 MS (1962) and 0.00 ppm BAP is the best in concerning
the number of roots of P. pallida (Willd.) Kunth.
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1. INTRODUCCION

Prosopis pallida (Willd.) Kunth “algarrobo” pertenece a la familia Fabaceae (Trépicos, 2019), es
un arbol perennifolio de hasta 20 metros de altura y es el simbolo principal de los bosques secos
del norte del Perd. Representa una gran importancia econémica para la region puesto que su
madera es empleada para la construccion y combustible, mientras que sus frutos son utilizados
para la elaboracién de algarrobina, harina de algarrobo, entre otros productos (Dostert et al.,
2012; MINAM, 2011; Rivera, 2018). Por otro lado desempefia un rol importante en los
ecosistemas, ya que por ser una leguminosa cuenta con el potencial de recuperar la fertilidad y
productividad de los suelos (Aguilera, 2014; Rivera, 2018).

Los métodos de propagacion de P. pallida (Willd.) Kunth, son sexual por semillas y asexual por
esquejes. Las semillas necesitan un tratamiento pre-germinativo conocido como escarificacion
(Galera, 2000). Por otro lado la germinacion es baja, lo que denota las limitaciones de este
proceso para su propagacién masiva (Zarate et al., 1997). Mientras que la propagacion por
esquejes es muy ineficiente, por las dificultades del desarrollo del sistema radicular. Siendo la
técnica de micropropagacion in vitro una interesante alternativa para la propagacion asexual de
la especie, por su alta tasa de multiplicacién (Caravia, 2013).

La micropropagacion in vitro garantiza la obtencion de plantas de manera rapida, libre de
patégenos y en numerosas cantidades, esto contribuye con la pronta recuperacion de un
ecosistema forestal (Farjon, 2013). Es importante resaltar que es importante el empleo de plantas
madres en buen estado sanitario, para reducir la incidencia de microorganismos patdgenos y asi
obtener una respuesta inmediata del explante. Los tejidos vegetales a cultivar deben proceder
de plantas tiernas, para reducir la carga viral y lograr la homogeneidad necesaria en las plantulas
in vitro (Cantillo et al., 2011; De Feria et al., 2008). Un medio de cultivo es la combinacién de
nutrientes y agua, que puede ser suplementado con algun regulador de crecimiento (Ponce,
2014). Los requerimientos nutritivos para un cultivo in vitro varian con el genotipo de la especie
(Martinez et al., 2015; Rivera, 2018). El medio MS (1962), es comunmente empleado en los
cultivos de tejidos vegetales (Jaramillo, 2008). El medio MS es considerado rico en sales, pues
contiene altas concentraciones de iones amonio, nitrato y cloro. Sin embargo, contiene bajas
concentraciones de Ca, PO4, Mg+ y Cu++ Generalmente el cultivo in vitro de plantas lefiosas,
requiere medios con menor cantidad de sales minerales. Sin embargo, el medio MS (1962),
podria ser efectivo a una mayor dilucién (Cassells & Curry, 2001; Martinez et al., 2015; Lloyd &
McCown, 1981; McCown, 1981).

Los medios de cultivo son suplementados con reguladores de crecimiento, como las auxinas y
giberelinas. Las Citoquininas son empleadas para inducir el crecimiento de brotes en muchas
especies de plantas, ya que se encargan de promover la divisién celular y promover la expansién
celular (Zarate et al., 1997; Ascon & Talon, 2013; Boeri, 2015; Roca & Mroginski 1991). Siendo
la 6- Bencilaminopurina (BAP), una citoquinina cuya composicién quimica deriva de la adenina.
Cuya funcién es promover el crecimiento, division y elongacion de las células. Ademas de
promover la germinacién y de regular el crecimiento de las raices e inhibir el proceso de
envejecimiento de las hojas (Basail et al., 2015; Cotelo, 2016; Taiz & Ziegler, 2014). Ante la
necesidad de mayor conocimiento en esta area, se propuso como objetivo determinar el efecto
de la 6- Bencilaminopurina y del medio de cultivo MS (1962), en el establecimiento in vitro de P.
pallida (Willd.) Kunth.
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2. MATERIAL Y METODOS
Colectay registro de laespecie

La planta P. pallida (Willd.) Kunth, provino del jardin botanico de la Universidad Nacional de
Trujillo (UNT), en el distrito de Trujillo, provincia de Trujillo, departamento de la Libertad. Se
seleccionaron los frutos (vainas) del algarrobo, las cuales fueron colocadas en bolsas
previamente etiquetadas y trasportadas a Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de la Papa y
Cultivos Andinos. Una rama florifera fue depositada en el Herbario Truxillense (HUT) con cddigo
59728.

Seleccion de semillas y escarificacion

De los frutos (vainas) seleccionados, se obtuvieron semillas. Se seleccionaron 800 semillas de
P. pallida (Willd.) Kunth, las cuales se sumergieron en agua de cafio, dejandolas por 24h. Pasado
dicho periodo de tiempo se descart6 las semillas hinchadas, quedandonos con las semillas con
el epicarpio intacto. Se escarificé por el método mecanico, empleando una lija nimero 250,
produciendo una ligera abrasion a nivel del epicarpio de la semilla. Las semillas escarificadas
fueron colocadas en un recipiente con agua por 72 h, hasta observar la emergencia de la
radicula.

Preparacion del sustrato y siembra en sustrato

En un balde se prepar6 el sustrato que consistié en una mezcla de arena fina y humus de lombriz,
en proporcién 1:1. Posteriormente en cada celda del germinador se colocé el substrato, dejando
un espacio de 1cm para colocar la semilla, sembrandose en total 500 semillas. A partir del tercer
dia, se registrd la emergencia de las plantulas.

Preparacion del medio de cultivo

Se prepard el medio de cultivo, empleando diferentes concentraciones de MS (1962) y de 6-
Bencilaminopurina (Tablal). Unavez preparado los medios de cultivo, estos fueron autoclavados
a 120°C y a 1 atm de presién por 20 minutos. Se aplicd un disefio de bloque completo al azar
con tres repeticiones, nueve tratamientos y ocho unidades muéstrales por tratamiento

Siembra de explantes

Se emplearon explantes de P. pallida (Willd.) Kunth, a los cinco dias de germinacién. Estos
fueron colocados en un vaso de precipitacién de 250 ml que contenia agua de cafio para retirar
los residuos de arena. Se prepar6 hipoclorito de sodio a una concentracion de 2% y alcohol de
70°.Luego, se desinfesto la camara de flujo laminar con hipoclorito de sodio, ademas de encender
2 mecheros. Los explantes fueron lavados con alcohol al 70° por 30 segundos, seguido de cinco
enjuagados con agua destilada estéril. Luego fueron lavados con hipoclorito de sodio al 2% por
dos minutos, seguido de 5 enjuagues con agua destilada estéril. Finalmente se procedié a
sembrar los brotes en sus respectivos medios de cultivo. Para finalmente transportarlos al cuarto
de incubacion, con un fotoperiodo de 16-8 horas luz oscuridad, 18 °C de temperatura y humedad
relativa de 85%.

Evaluacion y andlisis estadistico
Se observo la evolucion de los explantes hasta la evaluacion final, la cual se realizé a los 15 dias,
después del establecimiento in vitro. Con una pinza curva punta fina se extrajo la plantula de

cada frasco y con la ayuda de una hoja milimetrada se midid la longitud de plantula y de raiz,
ademas de contabilizarse el nimero de raices. Para determinar la significancia estadistica de los
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tratamientos, se empled la prueba estadistica del analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de
Tukey, ademas de determinar el error estandar y el coeficiente de correlacion.

3. RESULTADOS

En el analisis de varianza de la longitud de las plantulas de P. pallida (Willd.) Kunth “algarrobo”,
se evidencié diferencias estadisticamente significativas (Tabla 2). La Tabla 3, ilustra los
resultados de la prueba de Tukey (a= 0.05), indicando la presencia de dos grupos homogéneos.
El primer grupo esta conformado por los tratamientos T8, T3, T9, T6, T7, T2 y T5, el segundo
grupo lo conforma los tratamientos T7, T2, T5, T1, y T4. Los intervalos de las medias del grupo
uno es de 0.26 a 0.47 cm y del grupo dos es de 0.36 a 0.55 cm. La Figura 3, ilustra el grafico de
barras de la prueba de Tukey (a= 0.05), para la variable longitud de la plantula. El grupo
homogéneo con mayor media para la longitud de plantula, estuvo conformado por lo tratamientos
T7, T2, T5, T1y T4, observandose que el tratamiento T4 es el que mayor media referente a la
longitud de plantula.

Para el analisis de varianza del nimero de raices de las plantulas de P. pallida (Willd.) Kunth
“algarrobo”, se encontré diferencias estadisticamente significativas (Tabla 4). Indicandose la
presencia de tres grupos homogéneos (Tabla 5), el primer grupo esta conformado por los
tratamientos T3, T2, T9, T6, TS5y T8, el segundo grupo lo conforma el tratamiento T1 y el tercer
grupo esta formado por los tratamientos T4 yT7. Las medias del grupo uno es de cero y del grupo
dos es de 1.13 cm mientras que el grupo tres presenta un intervalo entre 2.29 a 2.46 cm. La
Figura 4, ilustra el gréafico de barras de la prueba de Tukey (a= 0.05), para la variable nimero de
raices. El grupo homogéneo con mayor media para el numero de raices estuvo conformado por
los tratamientos T4 y T7, si bien es cierto que el tratamiento T7 no es estadisticamente diferentes
dentro del grupo tres, pero presento una diferencia significativa con respecto del resto.

Para el andlisis de varianza en la longitud de las raices de las plantulas de P. pallida (Willd.)
Kunth “algarrobo”, se encontré diferencias estadisticamente significativas (Tabla 6). Mientras que
la Tabla 7, ilustra los resultados de la prueba de Tukey (a = 0.05), indicando la presencia de dos
grupos homogéneos. El primer grupo esta conformado por los tratamientos T5, T6, T8, T2, T3, y
T9y el segundo grupo lo conforma los tratamientos T1, T7 y T4. Los intervalos de las medias del
grupo uno es igual a cero y del grupo dos es de 0.07 a 0.12 cm. Mientras que la Figura 5, ilustra
el gréfico de barras de la prueba de Tukey (a= 0.05). El grupo homogéneo con mayor media para
la longitud de raiz de las plantulas estuvo conformado por los tratamientos T1, T7 y T4. Si bien
el tratamiento T7 no es estadisticamente diferentes entre el grupo dos, pero si presenta diferencia
significativa con respecto a los tratamientos del grupo uno.
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Tabla 1. Tratamientos resultantes de la combinacion de las concentraciones del 6-
Bencilaminopurina de 0.00; 0.25 y 0.50 ppm y del medio basal MS(1962) al 1, al 1/2 y al 1/3,
realizado en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de la Papa y Cultivos Andinos-UNT.

Tratamiento Concentracion MS BAP (50 Agar (g) Sacarosa(g)
(10X ml) ppm ml)

T1 1 MS; 0 BAP 5 0 0.4 15
T2 1 MS; 0.25 BAP 5 0.25 0.4 15
T3 1 MS; 0.5 BAP 5 0.5 0.4 15
T4 Y% MS; 0 BAP 25 0 0.4 15
T5 Y% MS; 0.25 BAP 25 0.25 0.4 15
T6 Y% MS; 0.5 BAP 25 0.5 0.4 15
T7 1/3 MS; 0 BAP 1.7 0 0.4 15
T8 1/3 MS; 0.25 BAP 1.7 0.25 0.4 15
T9 1/3 MS; 0.5 BAP 1.7 0.5 0.4 15

Tabla 2. Andlisis de varianza para la longitud de plantula en el establecimento in vitro de Prosopis
pallida (Willd.) Kunth.

F.V SC gl CM F P-valor
Modelo 2.55 8 0.32 5.29 <0.0001
Tratamientos 2.55 8 0.32 5.29 <0.0001
Error 12.48 207 0.06
Total 15.04 215
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Tabla 3. Test de Tukey de la longitud de plantula en el establecimiento in vitro de Prosopis pallida

(Willd.) Kunth.
Tratamientos  Medias n E.E Grupol  Grupo 2
T8 0.26 24 0.05 A
T3 0.26 24 0.05 A
T9 0.27 24 0.05 A
T6 0.30 24 0.05 A
T7 0.36 24 0.05 A B
T2 0.41 24 0.05 A B
T5 0.47 24 0.05 A B
T1 0.53 24 0.05 B
T4 0.55 24 0.05 B
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Figura 1. Grafica de barras para el test de Tukey de la variable longitud de plantula en el
establecimiento in vitro de Prosopis pallida (Willd.) Kunth.
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Tabla 4. Andlisis de varianza del nimero de raices en el establecimiento in vitro de Prosopis
pallida (Willd.) Kunth.

F.Vv SC gl CM F P-valor
Modelo 209.42 8 26.18 24.24 <0.0001
Tratamientos 209.42 8 26.18 24.24 <0.0001
Error 223.54 207 1.08
Total 432.96 215

Tabla 5. Test de Tukey del nimero de raices en el establecimiento in vitro de Prosopis pallida
(Willd.) Kunth.

Tratamientos  Medias n E.E Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
T3 0.00 24 0.21 A
T2 0.00 24 0.21 A
T9 0.00 24 0.21 A
T6 0.00 24 0.21 A
T5 0.00 24 0.21 A
T8 0.00 24 0.21 A
T1 1.13 24 0.21 B
T4 2.29 24 0.21 C
T7 2.46 24 0.21 C
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Figura 2. Grafica de barras para el test de Tukey de la variable nimero de raices en el
establecimiento in vitro de Prosopis pallida (Willd.) Kunth.
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Tabla 6. Andlisis de varianza de la longitud de la raiz en el establecimiento in vitro de Prosopis
pallida (Willd.) Kunth.

F.Vv SC gl CM F P-valor
Modelo 0.47 8 0.06 14.33 <0.0001
Tratamientos 0.47 8 0.06 14.33 <0.0001
Error 0.84 207 0.00041

Total 1.31 215

Tabla 7. Test de Tukey de la longitud de raiz en el establecimiento in vitro de Prosopis pallida
(Willd.) Kunth.

Tratamientos Medias n E.E Grupol  Grupo 2
T5 0.00 24 0.01 A

T6 0.00 24 0.01 A

T8 0.00 24 0.01 A

T2 0.00 24 0.01 A

T3 0.00 24 0.01 A

T9 0.00 24 0.01 A

Tl 0.07 24 0.01 B

T7 0.10 24 0.01 B

T4 0.12 24 0.01 B
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Figura 3. Grafica de barras para el test de Tukey de la variable longitud de raiz en el
establecimiento in vitro de Prosopis pallida (Willd.) Kunth.
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Figura 6. Evaluacion del efecto de la 6- Bencilaminopurina y del médio de cultivo MS (1962) en
el establecimiento in vitro de Prosopis pallida (Willd.) Kunth. A) llustracion del disefio
experimental y B). Plantula de Prosopis pallida (Willd.) Kunth. A los 15 dias de siembra.

4. DISCUSION

El andlisis de varianza para la longitud de la plantula en el establecimiento in vitro de P. pallida
(Willd.) Kunth, presenta diferencias significativas para las diferentes concentraciones del 6-
Bencilaminopurina y del medio MS (1962), esto es indicador del notable efecto de la fitohormona
y del medio de cultivo en la longitud de plantula, mientras que la prueba de Tukey identifico que
T4 es el mejor, al obtenerse la mayor longitud de plantula. Estos resultados concuerdan con las
investigaciones de Rivera (2018) y Caravia (2013), quienes sostienen que para la propagacion
in vitro de plantas lefiosas y recalcitrantes como es el caso de Prosopis pallida (Willd.) Kunth, es
mejor usar la mitad de las concentraciones del medio MS (1962), debido a que las altas
concentraciones de iones amonio, nitrato, cloruro molibdato generan toxicidad en las plantulas
de P. pallida (Willd.) Kunth (Martinez et al., 2015; Zegarra, 2014; Rivera, 2018). Por otro lado,
Rivera (2018), sostiene que solo con MS (1962) es posible la propagacién in vitro de P. pallida,
debido a la presencia de auxinas en las yemas apicales.

En el andlisis de varianza para el nimero de raices de las plantulas en el establecimiento in vitro
de P. pallida (Willd.) “algarrobo” (Tabla 4), presenté diferencias significativas. Sin embargo, la
prueba de Tukey (a = 0.05), indicd que el tratamiento T7, es el mejor. Se obtuvo mayor nimero
de raices en los tratamientos T1, T4y T7 (Tabla 5 y Figura 4), debido a que no se les adicioné
la 6-bencilaminopurina, cuya funcién es promover la divisién celular, retardando el crecimiento
de raices. Por lo tanto, el uso de MS a 1, ¥ y 1/3 resultan favorables para el nimero de raices
sin adicionar BAP (Caravia, 2013; Rivera, 2018)

Por otro lado, en el analisis de varianza longitud de laraiz P. pallida (Willd.) “algarrobo”, se obtuvo
diferencias estadisticamente significativas (Tabla 6). La prueba de Tukey (a = 0.05), demostro
que el tratamiento T4 es el mejor, comprobandose que en ausencia de la 6-bencilaminopurina
hay incremento de la longitud de raices, debido a que no se generan inhibidores en la
diferenciacion, formacion y elongacion de las raices. Antecedentes han demostrado que el medio
de cultivo MS (1962), al Y2 y al ¥4 presentan resultados favorables para este factor, sin necesidad
de afadir fitorreguladores. Sin embargo, diversas investigaciones han demostrado mejores
resultados en la longitud de raices, se obtienen empleando bajas concentraciones de la auxina
IBA el cual es catalogado como el enraizante por excelencia (Botti, 1992; Caravia, 2013).
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5.

CONCLUSIONES

Se concluye que T4, constituido por 1/2 MS (1962) y 0.00 ppm BAP es el mejor en lo referente a
longitud, mientras que T7, constituido por un 1/3 MS (1962) y 0.00 ppm BAP es el mejor en lo
referente al nimero de raices de P. pallida (Willd.) Kunth.
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