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Resumen

Quishuar es una especie forestal apreciada por sus usos. La explotacién intensiva y la oferta insatisfecha de plantas
han sido limitantes para cumplir con programas de reforestacién. La micropropagacién es una técnica que ayudaria
a erradicar este problema ya que el propdsito es producir mayor cantidad de plantas en menor tiempo. El objetivo
de esta investigacion fue desarrollar protocolos para la desinfeccién, establecimiento y multiplicacién in vitro, para
el efecto se realizaron ensayos partiendo de semillas y brotes de plantas. La primera fase se realizé con semillas,
utilizando kilol y benomil, junto con NaOCl al 3 % (10 min). Los resultados indican que el porcentaje de germinacién
fue de 100 % en MS (Murashige y Skoog medium) y el porcentaje de contaminacién y oxidacién de 0 %. Por otro lado,
los brotes sometidos a fungicidas con adicién de antioxidantes y NaOCl al 1 % (10 min) no presentaron contaminacién
ni oxidacién. El porcentaje de brotacién fue de 100 % en WPM (Woody Plant Medium). En la segunda fase en medio
MS sin adicién de hormonas se observé una mayor longitud de brote (1.95 cm), niimero de nudos (1.94 nudos) e indice
de multiplicacién (2.47). Basdndose en los resultados, se sugiere que los protocolos son efectivos para la propagaciéon
in vitro.
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Abstract

Quishuar is a forest species which is well known for its uses. Intensive farming and unsatisfied plant supply have been
limited to meet reforestation programs. Micropropagation is a technique that would help eradicate this problem as the
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purpose is to produce more plants in less time. The objective of this research was to develop protocols for disinfection,
establishment, and multiplication in vitro; for this reason, tests from seeds and plants sprouts were carried out; the
first phase with seeds, using kilol and benomil, together with NaOCI at 3 % (10 min). The results indicate that the
germination percentage was 100 % in MS (Murashige y Skoog medium) and the contamination, oxidation percentage
was 0 %. On the other hand, plants sprouts exposed to fungicides, antioxidants and NaOCl at 1 % (10 min), did
not have contamination or oxidation. The sprouting percentage was 100 % in WPM (Woody Plant Medium). In the
second phase in MS medium without the addition of hormones, plant sprouts (1.95 cm), knots number (1.94 knots)
and multiplication rate (2.67) were observed. Based on the results, it is suggested that protocols are effective for in
vitro propagation.
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Propagacion in vitro de quishuar (Buddleja incana Ruiz & Pav)

1 Introduccion

Ecuador es considerado un pafs con vocacién fores-
tal; sin embargo, este sector aporta poco a la eco-
nomia de la nacién. Existe alrededor de 7 millones
de hectdreas de bosques con potencial de manejo
forestal y menos del 10 % retinen condiciones eco-
némicas para ser sometidas a un manejo forestal
sustentable (Sanchez, 2012).

Los recursos genéticos forestales RGF’s, se es-
tdn perdiendo a una velocidad alarmante debido
a un aprovechamiento indiscriminado y a la falta
de incentivos para su conservacién y uso sosteni-
ble. El conocimiento de los RGF’s atin es precario e
insuficiente, y son escasos los estudios y las institu-
ciones que realizan actividades para su proteccién,
y la disponibilidad actual de informacién especifica
sobre la situacién, tendencias y recuperacién de los
RGF’s es deficiente (Ministerio del Ambiente-MAE,
2005).

Asi Quishuar (Buddleja incana) es un arbol de la
familia Scropulariaceae con una altura de aproxi-
madamente 15 m, con flores agrupadas en cabezas
y frutos pequefios de 5-6 mm de longitud. Este ar-
bol es una especie forestal nativa de Ecuador y se
encuentra en las provincias de Chimborazo, Pichin-
cha, Tungurahua, Azuay, Loja e Imbabura (Grijalva
y col.,, 2012). La madera se utiliza para la elabora-
cién de arados, timones, yugos, cabos de azadén,
postes, estacas, artesanias, construcciéon de vivien-
das y corrales. Ademas, se utiliza la infusién de las
hojas para fines medicinales como antirreumatico,
cicatrizante, antibacteriano y antimicético, y para
estimular la proliferacién del endometrio y regene-
rador de la piel, en ratones se ha demostrado que
inhibe la ciclooxigenasa (COX;) (Gémez, 2006).

La propagacion a través de los métodos conven-
cionales establecidos para Quishuar presenta varios
problemas, la multiplicacion en vivero requiere de
5 meses, lo cual se traduce en mayores gastos de
produccién y menos produccion de plantas por afio
(Garate, 2010). La cantidad de material vegetativo
disponible es insuficiente para la forestacién, re-
forestacion en dreas degradadas de los paramos y
cuencas hidrogréficas, siendo una de las estrate-
gias para superar las dificultades de propagacién
convencional el cultivo in vitro de tejidos vegetales
(Delgado, Hechenleitner y Thiers, 2008). El culti-
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vo in vitro es una técnica de produccién vegetal
en condiciones totalmente asépticas, se basa en la
“totipotencialidad celular”, esto es, la capacidad de
una célula vegetal de formar una planta completa
bajo ciertas condiciones. Asf se logra la propagacion
rédpida y masiva de plantas idénticas a la original, a
partir de cualquier parte de la planta, ya sea trozos
de tejidos, dpices meristematicos o incluso células
aisladas (Reyes y Hewstone, 1994).

Segtin Vallejo, (1988), la propagacién de esta
especie a nivel de laboratorio presenta algunos pro-
blemas como la longitud de brotes 8.6 mm, bajo po-
centaje de ntimero de nudos por planta (1.5 nudos)
y en lo que se refiere a contaminacién no existen
datos reportados. Sin embargo, Cérdenas, (2011),
manifiesta que la contaminacién es la principal li-
mitante en el desarrollo in vitro de esta especie fo-
restal, pues la tasa de supervivencia no supera el 54
%, debido principalmente a afecciones por hongos
y bacterias.

Debido a las dificultades de la propagacién con-
vencional y a los resultados obtenidos en labora-
torio por Céardenas, (2011) y Vallejo, (1988), se ha
propuesto establecer un método para la desinfec-
cién, establecimiento y multiplicacién de Quishuar
mediante la aplicacién de técnicas de cultivo in vi-
tro, porque es imprescindible generar estrategias
que permitan la propagacién y conservacioén de es-
ta especie.

La investigacién tuvo como objetivo desarrollar
un protocolo para la propagacion in vitro de Quis-
huar (Buddleja incana).

2 Metodologia

El presente estudio se realiz6 en el laboratorio de
cultivo de tejidos vegetales del Departamento Na-
cional de Biotecnologia en INIAP (Instituto Nacio-
nal de Investigaciones Agropecuarias), Sector Cu-
tuglahua, Cantén Mejia, Provincia Pichincha y en
comunidades Kichwa de la Sierra.
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3 Material vegetal y preparacion de
explantes

Se emplearon semillas y yemas (axilares y apicales)
de plantas de Quishuar de la comunidad Kichwa
San Juan, Chimborazo. Previo a la investigacion, las
plantas fueron trasladadas hasta el invernadero del
Departamento Nacional de Biotecnologfa, fumiga-
das cada 8 dias con una aplicacién de Carbendazim
1ml ="'y Skul Fe (Thiodicarb) 1 ml [~! para prevenir
la contaminacién, las plantas fueron fertilizadas ca-
da 15 dias con Stimufol 1 g I~! y el riego se realiz6
dos veces por semana con 200 ml [~! de agua po-
table por planta (Laboratorio de Cultivo de Tejidos
(LCT-INIAP), 2014).

4 Fases de la propagacion in vitro

Fase de desinfeccién y establecimiento. - Las semi-
llas recolectadas fueron colocadas en un recipiente
con una solucién de agua y detergente, posterior-
mente se enjuagaron con agua corriente hasta eli-
minar todas las impurezas. Una vez lavadas fue-
ron sumergidas en una solucién de Povidin (Yodo-
povidona) 1 % durante 60 minutos, fueron trans-
feridas a una solucién de Benomilo (Benzimidazol)
0,10 g ™! adicionando 30 gotas de Kilol (Citrus pa-
radisi). Se llevaron las semillas a cdmara de flujo
laminar, en donde se realizaron 2 enjuagues con
agua destilada e inmediatamente se sumergieron
en una solucién de Hipoclorito de Sodio (NaOCl) 3
% durante 10 minutos, posteriormente se realizaron
5 enjuagues con agua destilada estéril. Las semillas
fueron sembradas en medio de cultivo MS (Muras-
hige y Skoog medium) y WPM (Woody Medium
Plant), e incubadas a 18 °C durante 30 dias.

Por otro lado, las yemas (axilares y apicales) fue-
ron igualmente lavadas con una solucién de agua
con detergente y lavadas con agua corriente para
eliminar todos los residuos de detergente. Poste-
riormente fueron desinfectadas en una solucién de
Povidin (Yodo—povidona) 1 % durante 60 minutos,
fueron transferidas a una solucién de Fungicidas
(Phyton 0,5 ml I-! + Carbendazim 0,5 ml [~!), an-
tioxidantes (Acido ascérbico + Acido citrico 0,1 g
171), 30 gotas de Kilol (Citrus paradisi) y carbén ac-
tivado 0,5 g /! durante 20 minutos. Las yemas se
colocaron en una cdmara de flujo laminar en dos
soluciones de Hipoclorito de Sodio (NaOCl), la pri-
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mera NaOCl 0,5 % durante 60 minutos, y la segun-
da NaOCl 1 % con adicién de 3 gotas de Tween 20
durante 10 minutos, con 5 enjuagues de agua des-
tilada estéril. Las yemas fueron sembradas en dos
medios de cultivo MS y WPM e incubadas a 21 °C
durante 30 dias (Laboratorio de Cultivo de Tejidos
(LCT-INIAP), 2014).

Fase de multiplicacién. - Se cortaron explantes
de 2-3 cm de longitud de las plantas obtenidas a
partir de las semillas, los cuales fueron transferidos
a diferentes medios de cultivo, MS y WPM sin adi-
cién de hormonas y con adicién de 05 g/~ y 0,1 g
I=! de BAP (Benziladenina) y 4cido giberélico AG3
(Herndndez y col., 1999). Se efectuaron 10 observa-
ciones, con evaluaciones a los 30 y 45 dias.
De las plantas obtenidas a partir de brotes se cor-
taron explantes de 1-3 cm de longitud, los cuales
fueron transferidos a medios de cultivo, MS y WPM
sin adicién de hormonas y con adicion de 0,5 g/~ !y
0,1 g I"! de BAP (Benziladenina) y 4cido giberélico
AGS3 (Herndndez y col., 1999).

Incubacién y fotoperiodo de vitroplantas. - En
la fase de multiplicacion se colocaron 5 explantes
por frasco, se sellé6 con papel parafilm para evitar
la contaminacién, se mantuvieron en el cuarto de
cultivo con intensidad luminica de 2000 luxes y a
una temperatura de 18 °C'y 21 % de humedad. Las
plantas se evaluaron cada 30 dias.

5 Disefio experimental y analisis es-
tadistico

Para el andlisis se empleé un Disefio Completo al
Azar (DCA), para la primera fase el arreglo factorial
fue (3x2) con seis tratamientos y una segunda fase
con un arreglo factorial (2x2x3) con 12 tratamien-
tos. Se utilizaron 10 observaciones en cada fase.

Para los datos se realiz6 un andlisis de varianza
(ADEVA) y separacién de medias al 95 % de pro-
babilidad. Para establecer diferencias estadisticas
entre tratamientos se efectud la Prueba de Rangos
Multiples de Tukey (p <0,05). Los datos que pre-
sentaron valor de 0 fueron transformados con la
formula vx+1, con el propésito de disminuir el
coeficiente de variacién y ajustar los datos a la dis-
tribuciéon normal (Vinueza, 2013).
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Propagacion in vitro de quishuar (Buddleja incana Ruiz & Pav)

Tabla 1. Variables evaluadas en la etapa de desinfeccion y establecimiento in vitro de semillas de B. incana.

Tratamiento Protocolo Medio

Porcentaje de
contaminacion

Longitud de Longitud de
brote (cm) 30  brote (cm) 45
dias dias

Porcentaje de
oxidacion

Porcentaje de
germinacién

Povidin solucién 1% 60’ + Fungicidas
(Phyton 1 ml I~! + agua destilada +
Carbendazim 1 ml I~! agua destilada) 60’ +-
NaOCl al 1% + Tween 20 10'.

T1x10REP MS

Povidin solucién 1% 60" + Fungicidas
(Phyton 1 ml I~! agua destilada +
Carbendazim 1 ml I~! agua destilada) 60’ +
NaOCl al 1% + Tween 20 10'.

T2x10REP WPM

Povidin solucién 1% 60 + Kilol 30 gotas I~
+ agua destilada 30 + Benomil 1 g I~! +
NaOC13% 10/.

T3x10REP MS

Povidin solucién 1% 60’ 4 Kilol 30 gotas /!
+ agua destilada 30’ + Benomil 1 g I~ +
NaOCl13% 10'.

T4 x 10REP WPM

Povidin jabén 1% 30’ + Fungicidas (Benomil
1 g 7! agua + Phyton 0,5 ml I~" agua
destilada) 30’ + NaOCl 1 % 8.

T5x10REP MS

Povidin jabén 1% 30’ + Fungicidas (Benomil
1 g 1! agua + Phyton 0,5 ml [~! agua
destilada) 30’ + NaOCl1 1 % 8.

T6x 10REP WPM

0 0 100 1,2240,03 1,3740,05

20 0 100 1,2240,03 1,4440,05

0 0 100 1,33£0,03 1,47+£0,05

0 0 100 1,27£0,03 1,40£0,05

20 0 100 1,0740,03 1,1440,05

10 0 100 1,15£0,03 1,3540,05

6 Resultados y Discusion

6.1 Fase de Desinfeccion y Establecimiento
en Semillas

Varias investigaciones realizadas por la Divisién
de Estadistica del Instituto de Nutricién de Cen-
tro América y Panamd (INCAP) mencionan que
los estudios de laboratorio que usan las siguientes
medidas de control: material experimental homo-
géneo, control de factor externo, la asignacién de
pocas unidades experimentales a los tratamientos
y el refinamiento de las técnicas aplicadas en la in-
vestigacién, dan como resultado que se mantenga

La contaminacién por hongos y/o bacterias se
evidencié en los tratamientos T2, TS5 y T6 con un
porcentaje del 100%. Los tratamientos T1, T3 y T4
dieron como resultado explantes libres de contami-
nacién a los 30 dias de evaluacion. El porcentaje de
oxidacién para los tratamientos T1, T2, T3, T4, TS y
T6 fue del 0 %.

Los tratamientos T1, T3 y T4 reportaron un 100
% de germinaciéon de semillas a los 30 dias y di-
cho porcentaje se mantuvo hasta los 45 dias. En los
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un mismo error experimental o que sea factible re-
ducir el factor error y mantenerlo bajo control. Las
investigaciones del error experimental usado como
ejemplo de procesos indican claramente que la in-
vestigacion del error no puede ser parte incidental
de un proceso completo, sino que debe considerar-
se como una actividad mas dentro del marco de las
técnicas generales que se han de aplicar durante
cualquier clase de investigaciéon (Guzmadn, 1975).

Las variables evaluadas en esta fase fueron por-
centaje de contaminacién, oxidacién, germinacién y
longitud de brote.

tratamientos T1 y T3 se utilizé el medio de culti-
vo MS y para el tratamiento T4 se utiliz6 el medio
de cultivo WPM. Para la variable longitud de brote
se realiz6 la prueba de Tukey 5 % para establecer
rangos de significacién, para T3 (MS) se evidencio
mayor crecimiento con una media de 1,33 £ 0,03
cm. Para T4 (WPM) un crecimiento de 1,27 + 0,03
cm y para T1 (MS) un crecimiento de 1,22 £ 0,03
cm a los 30 dias de evaluacién. A los 45 dias, para
T3 (MS) se evidenci6é un crecimiento con una media
de 1,47 + 0,05 cm. Para T4 (WPM) un crecimiento
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de 1.40 £ 0,05cm y para T1 (MS) un crecimiento de
1,37 + 0,05 cm.

Los resultados obtenidos en esta fase corroboran
los mencionados por los autores. En el protocolo de
Billard, Dalzotto y Lallana, (2014), se utilizé NaOCl
1 % 10’ en semillas de Oncidium bifolum reportando
0 % de contaminacién y oxidacién; ademds men-
ciona que al utilizar el medio de cultivo MS el por-
centaje de germinacién fue del 100 %; sin embargo,
la longitud de brote fue menor en comparacién con
el tratamiento T3 y T4, esto pudo deberse a que
Gonziélez, (2010), en su estudio con Musa paradisia-
ca menciona que el uso de fungicidas/ bactericidas
(Phyton) a dosis mayores de 0,5 m! [~! podria retar-
dar el crecimiento de los explantes, esto se debe a
que provoca toxicidad en la planta al ser absorbido
el producto rapidamente por las hojas y raices, re-
duciendo la ramificacién y provocando el deterioro

de la planta. Estos resultados corroborarian los ob-
tenidos en el tratamiento T1.

Por otro lado, en el protocolo de Soto y col.,
(2010), utilizaron NaOCl1 3 % 10 en semillas de Ce-
drela salvadorensis reportando 0 % de contaminacién
y oxidacién; el NaOCl se recomienda como desin-
fectante superficial ya que su mecanismo de accion
permite el dafio de la membrana celular de las bac-
terias, originando la lisis del microorganismo. Ade-
mads, mencionan en su investigaciéon que la germi-
nacién de semillas fue de 65 % para el medio de
cultivo WPM y 100 % para el medio de cultivo MS,
el medio de cultivo MS contiene una alta concentra-
cién de sales mientras que el medio de cultivo WPM
contiene reduccion de la cantidad total de sales mi-
nerales. La longitud de brote en el T3 fue mayor en
comparacién con el tratamiento T1 y T4.

Figura 1. A y B) Tratamiento T3. Plantas en medio de cultivo MS a los 30 dias de evaluacién.

7 Fase de Desinfeccion y Estableci-
miento de Brotes

Las variables evaluadas en esta fase fueron porcen-
taje de contaminacién, oxidacién, brotacién, ntime-
ro de nudos y altura del brote.

La contaminacién por hongos y/o bacterias se
evidencié en los tratamientos T1, T2, T3 y T4 con un
porcentaje del 70, 50, 40 y 80 %, respectivamente.
Para los tratamientos T5 y T6 los resultados mos-
traron explantes libres de contaminacién a los 30
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dias de evaluacién. El porcentaje de oxidacién pa-
ra los tratamientos T1, T2, T3, T4, y T6 fue del 0
%, mientras que para T5 fue del 20 %. El porcen-
taje de brotacién para los tratamientos TS (MS) y
T6 (WPM) fue 80 y 100 %, respectivamente, para la
variable nimero de nudos y altura de brote se utili-
z6 la prueba de Tukey 5 % para diferenciar rangos
de significacién en donde se obtuvo una media de
1,614+0,1 nudos y una media en longitud de brote
para el medio de cultivo MS del 1,4540,08cm y para
el medio de cultivo WPM de 1,554-0,08cm. El hipo-
clorito de sodio fue efectivo para la desinfecciéon de
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Propagacion in vitro de quishuar (Buddleja incana Ruiz & Pav)

Tabla 2. Variables evaluadas en la etapa de desinfeccidn y establecimiento in vitro de brotes de B. incana.

Tratamiento Protocolo Medio

Porcentaje de
contaminacioén

Nimero de
nudos (30
dias)

Longitud de
brotes (30
dias)

Porcentaje de
oxidacién

Porcentaje de
brotacién

Povidin solucién 1% 20" + Fungicidas
(Benomil 1 g I~! + Phyton 1 ml [~! +
Rinfapicina 0,5 ml 1= 60’ 4+ Alcohol 70%
1’ + NaOCl12% 15'.

T1x10REP MS

Povidin solucién 1% 20’ + Fungicidas
(Benomil 1 g I=' + Phyton 1 ml I~! +
Rinfapicina 0,5 ml =1 60’ 4+ Alcohol 70%
1"+ NaOCl12% 15'.

T2 x10REP WPM

Povidin solucién 1% + Kilol 20 gotas /~!
agua destilada 30’ + Benomil 1 g I=! 90/
+ Alcohol 70% 30" + NaOCl 1% 15’ +
Carbén activado (0,5 g I~ 1).

T3 x10REP MS

Povidin solucién 1% + Kilol 20 gotas =
agua destilada 30’ + Benomil 1 g I~ 90/
+ Alcohol 70% 30" + NaOCl 1% 15 +
Carbén activado (0,5 g I™1).

T4x10REP WPM

Povidin solucién 1% 60’ 4+ Carbén
activado 0.5 g I~! 4 Fungicidas (Phyton
0,5 ml I=' + Carbendazim 0,5 ml I~') +
Kilol 30 gotas/ 100 ml 4 Acido ascérbico
0,1g 171 20’ + NaOC1 0,5 % 60’ + NaOCl
1 % 10’ + Tween 20

T5x10REP MS

Povidin solucién 1% 60" + Carbén
activado 0,5 g I~! 4 Fungicidas (Phyton
0,5 mi I~! + Carbendazim 0,5 ml I~1) +
Kilol 30 gotas [~! 4 Acido ascérbico 0,1¢g
17120’ + NaOC1 0.5 % 60’ + NaOCl 1 %
10" + Tween 20

T6x 10REP WPM

70 0 30 1,2240,1 1,1740,08

50 0 50 1,30+0,1 1,2740,08

40 0 60 1,41£0,1 1,33+0,08

80 0 20 1,11£0,1 1,11£0,08

1,55+0,1 1,45+0,08

100 1,67+£0,1 1,55+0,08

los brotes durante el establecimiento in vitro de C.
spinosa. En esta fase del cultivo in vitro se pueden
utilizar diferentes compuestos para la desinfeccién
del material vegetal, siendo las soluciones de hipo-
clorito de sodio y el alcohol a diferentes porcentajes
de los productos mas comunes (Azofeifa, 2009).

Los resultados obtenidos en esta fase superan
los mencionados por Cardenas, (2011), que mencio-
na que utiliz6 brotes de Quishuar de plantas ma-
dre de dos afios de edad, el proceso de desinfeccién
fue con NaOCl 2,5 % por 10 min obteniendo un 70
% de sobrevivencia. En la presente investigacion se
utilizaron brotes de 1 afio de edad y el protocolo de
desinfecciéon modificado del LCT-INIAP, obtenien-
do un 100 % de sobrevivencia. La oxidacién en el
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tratamiento T5 pudo deberse a factores ambientales
como la intensidad de luz, cortes, senescencia, me-
tales pesados y lesiones que pueden desencadenar
estrés oxidativo (Luna y col., 2003). Parada, (2009),
menciona en su estudio con Prunus persica que utili-
zando el medio de cultivo WPM se obtuvo un gran
ndmero de nudos (3-4) y su longitud fue de 13,7
mm, esto debido a que la alta concentracién de sa-
les en el medio de cultivo MS puede ocasionar un
retardo en la brotacién y puede ser t6xico para los
tejidos como es el caso de Vaccinium corymbosum, es-
pecie que respondié mejor en el medio de cultivo
WPM ya que contiene reduccién de la cantidad to-
tal de sales minerales (Sedlak y Paprstein, 2009). En
el tratamiento T6 (WPM) es en donde se observaron
los mejores resultados.
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8 Fase de Multiplicacion

Las variables evaluadas en esta fase fueron altura de
brote, niimero de nudos, indice de multiplicacién y
longitud de raices. Se utilizaron las plantas obte-
nidas de la fase de establecimiento de semillas del
tratamiento T3. El medio de cultivo MS sin adicién
de BAP (6-Bencilaminopurina) presenté el mejor re-
sultado, obteniendo una altura de brote de 1,95 +
0,05 cm y ntiimero de nudos 1,94 & 0,04, seguido de
MS sin adicién de AG3 (Acido giberélico) con una
media de 1,78 £ 0,05 cm y ntimero de nudos de 1,79
4+ 0,04 a los 30 dias de evaluacién. Estos resultados
son superiores a los mencionados por Cardenas,
(2011), en donde menciona que la altura de brote
obtenido fue de 0,4 cm y el ndmero de nudos de
1,25 utilizando MS sin adicién de hormonas. En el
estudio con C. espinosa la concentraciéon de BAP (6-
Bencilaminopurina) no influyé significativamente
en el niimero de explantes brotados con respecto al
tratamiento control. Sin embargo, la adicién de 0,25
y 0,50 mg I~! de 6-BAP favorecio significativamente
el ntiimero de brotes que se obtuvieron de un ex-
plante inicial. Se seleccioné como mejor tratamiento
para esta fase del proceso la concentracién mas baja
de BAP (6-Bencilaminopurina) 0,25 mg I~!, con la
cual se obtuvo un 96,6 % de brotacién y en 30 dias
de cultivo se logré un explante establecido y vigo-
roso con un promedio de 2,07 yemas brotadas con
6,71 cm de longitud (Ntfez y col., 2017).

El indice de multiplicacién es la media aritméti-
ca del ntimero de brotes generados a los 30 dias en
cada tratamiento. Para el medio de cultivo MS sin
adiciéon de BAP (6-Bencilaminopurina) fue de 2,60
y para MS sin adicién de AG; (Acido giberélico) fue
2,38. El medio de cultivo MS sin adicién de hormo-
nas asegurd una tasa de multiplicacién de 2,60.
Garcia y col., (2018), menciona que los medios de
cultivo complementados con hormonas como el
BAP (6-Bencilaminopurina) aseguraron la prolife-
racién de yemas axilares, pero también causaron
efectos fisiol6gicos (crecimiento del callo abundan-
te en la base de las plantulas, siendo esto negativo)
como se evidenci6 en los tratamientos con adicién
de BAP (6-Bencilaminopurina) al 0,1 g /~!. Diferen-
tes autores refieren el efecto positivo del 6-BAP y
el ANA (4cido 1-naftalenacético) para la multiplica-
cién in vitro de otras especies leguminosas arboéreas,
tal es el caso de Rahman y col., (1993), los cuales du-
rante el establecimiento in vitro de segmentos noda-
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les de C. pulcherrima, informaron de un coeficiente
de multiplicacién de 5.8 nuevos brotes/explante
con un medio de cultivo MS combinado con 1,0 mg
I=! de BAP (6-Bencilaminopurina) + 1,0 mg [~! de
ANA (acido 1-naftalenacético).

Agramonte y col., (2001), al evaluar el efecto de
diferentes dosis de 6- BAP (0; 0,35; 0,50 y 1,0 mg I )
en la multiplicacién in vitro de Eucaliptus grandis,
observaron una tendencia al aumento de los valo-
res de la variable nimero de brotes por explante y
una disminucién de la longitud de los mismos con
el aumento de la concentracién, demostrando que
dosis relativamente altas inducen a un alto ahija-
miento axilar y reducen el tamafio del brote, lo que
produce una afectacién del coeficiente de multipli-
cacion.

El promedio maés alto para la longitud de rai-
ces fue para el medio de cultivo MS sin adicién de
hormonas con una media de 2,25 + 0,11 cm. Sauce-
do, Ramos y Reyes, (2009), en su investigaciéon con
Xanthosoma sagittifolium, mencionan que en la fase
de enraizamiento el uso de medios de cultivo sin
adicién de BAP (6-Bencilaminopurina) desarrolla-
ron raices mds largas obteniendo un promedio de
4,5 cm. El uso de BAP (6-Bencilaminopurina) pro-
voco sintomas de hiperhidricidad en las plantas.

En general, Murashige y Skoog, (1962) plantea-
ron que el manejo de la concentracién de las sales
minerales es ampliamente recomendado para es-
timular el enraizamiento, la formacién de yemas,
hojas y la longitud de las plantas in vitro; mientras
que Piqueras, (2000) sefialaron que la concentracién
de sales minerales puede afectar la morfologia de
las plantas micropropagadas mediante cambios en
la presién osmética, afectando principalmente el
desarrollo de las raices in vitro.

Jiménez y col., (2016) en su estudio con Dianthus
caryophyllus, al evaluar el efecto de la concentracién
de sales inorganicas del medio de cultivo en rela-
cién con la longitud de la planta no observaron di-
ferencias entre los tratamientos, excepto con el tes-
tigo, por lo que es posible que tuviera los nutrientes
necesarios para el crecimiento de la misma. Sin em-
bargo, se aprecié una reduccién del crecimiento con
la disminucién de la concentracién de sales minera-
les, siendo menor en el tratamiento donde se utilizé
al 25%. Estos resultados demuestran que la dismi-
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nucién del contenido mineral en los medios de cul-
tivo favorecio el retardo del crecimiento, debido a

alteraciones que ocurren en el metabolismo celular.

Figura 2. A) Multiplicacion de vitroplantas en medio (MS) sin adicién de hormonas. B) Evaluacién longitud de raices. C)
Formacién de callo en la base de plantas en medio (MS) con adicién de BAP (0,1 g I,

9 Conclusiones

Para la fase de desinfeccién y establecimiento in vi-
tro de semillas de Buddleja incana el mejor trata-
miento fue T3 (Povidin solucién 1

En la fase de establecimiento in vitro de brotes
de Buddleja incana el mejor tratamiento fue T6 (Phy-
ton 0,5 ml I~' + Carbendazim 0,5 ml I~') + Kilol 30
gotas [~! + Acido ascoérbico 0,1g I~! 20’ + NaOCl
0.5 % 60" + NaOCl 1 % 10’ + Tween 20) con 0% de
contaminacién. El porcentaje de brotacion en dicho
tratamiento fue del 100 %. El ntiimero y longitud
de brotes tuvieron una media de 1,67 + 0,1 bro-
tes/explante y de 1,55 £ 0,08 cm de longitud. En el
trabajo realizado por Gutiérrez, (2002), en la espe-
cie Alnus acuminata a partir de segmentos nodales
y hoja, se emple6 un protocolo de desinfeccién con
concentraciones muy similares de NaClO y tiempos
propuestos en el protocolo de Marulanda e Isaza,
(2004). Los resultados indicaron que el tratamiento
de desinfeccién con NaClO al 1 % produjo menor
oxidacién en las hojas que en los segmentos noda-
les.

En los ensayos de multiplicacién in vitro de
Buddleja incana, el medio de cultivo MS present6
los mejores resultados en los tratamientos sin adi-
cién de las hormonas BAP y AGs. La longitud de
brote present6 una media de 1,95 &+ 0,05 cm, el na-
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mero de nudos presenté una media de 1,94 £ 0,04
nudos/explante e indice de multiplicacién de 2,60.
Los resultados obtenidos en la fase de multiplica-
cién mostraron que no se requirié de un medio
promotor de enraizamiento ya que la longitud de
raices presenté una media de 2,25 £ 0,08 cm.

Esta investigacion representa una fase inicial de
establecimiento y multiplicacién in vitro, en dénde
los resultados indican una probabilidad de éxito en
el proceso de micropropagacion de esta especie, sin
embargo, atin deben realizarse estudios de viabili-
dad en campo.
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