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RESUMEN

Prosopis limensis Benth. in Hook. es una especie
arborea nativa que crece en el bosque
estacionalmente seco y es importante por su
produccion de lena y forraje y la proteccion del
medio ambiente. Los resultados de esta
investigacion fueron sometidos a un analisis de
varianza (ANOVA) de un solo factor, pruebas no
paramétricas de Kruskal-Wallis y al test de Tukey.
La germinacion in vitro de semillas con
escarificacion fisica y quimica fue 100% mientras
que el enraizamiento de estacas fue 0%. En cultivo
de tejidos, apices caulinares de plantulas de 5 cm de
altura, obtenidas de semillas germinadas in vitro,
alcanzaron la mayor elongacion del brote en los
medios de cultivo MS suplementados con KIN 0,2
mg L', mostrando diferencias significativas solo
respecto a los tratamientos BAP 0,2 mg L' y KIN
2,0 mg L. En otros tratamientos ensayados, ANA
02mg L' +KINO0,2mgL", AIA 0,2 mgL" + KIN
0,2mg L'y AIA 0,02 mg L' + AG; 0,02 mg L™, si
bien se alcanz6 una mayor elongacion del brote, los
resultados no fueron significativos. El nimero de
brotes formados no fue mayor de 2, en medio de
cultivo suplementado con KIN 1,0 mg L™+ sulfato
de adenina 25 mg L™, mientras que el enraizamiento
fue mejor en medio de cultivo suplementado con
AIB 1,0 mg L. La aclimatacién en invernadero
alcanzo 90% de supervivencia. Este articulo reporta
un método simple y efectivo de micropropagacion
de P. limensis a partir de apices caulinares y
segmentos nodales de plantulas obtenidas de
semillas germinadas in vitro, puesto que si bien la
tasa de brotamiento fue baja, el nimero se nudos
formados por plantula fue alto.

Palabras claves: Aclimatacion; Cultivo de teji-
dos; Bosque estacionalmente seco; Escarifica-
cion; Propagacion clonal.

ABSTRACT

Prosopis limensis Benth.in Hook is a native tree
species that grows in the seasonally dry forest and is
important for firewood and forage production and
environmental protection. The results of this
research were submitted to variance analysis
(ANOVA) of a single factor, nonparametric
Kruskal-Wallis and Tukey's test. In vitro seed
germination with physical and chemical scarification
was 100% whilw rooting of cuttings was of 0%. In
tissue cultures, shoot-tip of 5 cm height seedlings
obtained from in vitro germinated seeds, reached the
highest bud elongation in MS culture media
supplemented with 0.2 mg L' KIN, showing
significant differences only about in relation to 0.2
mg L' BAP and 2.0 mg L' KIN. In other treatments
tested, i.e. 0.2 mg L' NAA + 0.2 mg L' KIN, 0.2
mg L' TAA + 0.2 mg L™ KIN and 0.02 mg L' JAA
+ 0.02 mg L' GA; although increased bud
elongation was reached, the results were not
significant. The number of shoots formed was not
more than 2, in the culture medium supplemented
with 1.0 mg L' KIN + 25 mg L' adenine sulphate,
while rooting was better in the culture medium
supplemented with 1.0 mg L' TAA. The survival
rate during greenhouse acclimatization was of 90%.
This paper reports a simple but effective method to
micropropagate P. limensis from apical shoots and
nodal segments of seedlings obtained by in vitro
germinated seeds, since although the sprouting rate
was low, the number of nodes formed per seedling
was significantly higher.

Key words: Acclimatization; Tissue culture;
Seasonally dry forest; Scarification; Clonal
propagation.
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1. INTRODUCCION

Prosopis limensis Benth. in Hook es una de las especies lefiosas mas importante del bosque
seco ecuatorial o bosque estacionalmente seco (BES), un ecosistema muy fragil que se extiende
desde la peninsula de Santa Elena, en el sur del Ecuador, hasta el noroeste del Pert,
comprendiendo la costa de las regiones Tumbes, Piura, Lambayeque y el norte de La Libertad
asi como el piso inferior del valle del Marafion. Estas dos areas se comunican a través del Paso
de Porculla (Piura), una depresion de 2100 msnm de elevacion, considerada la mas baja de la
Cordillera de los Andes (Brack y Mendiola, 2004). El bosque seco es considerado de
importancia bioldgica por ser un ecosistema singular, muy amenazado y poco conocido, con
presencia de especies endémicas y un importante grado de diversidad local y regional en una
superficie reducida; por esta razon ha sido recientemente incluido entre los “puntos calientes” o
“hotspots” del mundo, para su estudio y conservacion (Mittermeier et al., 2005).

Las especies de algarrobo del BES constituyen el recurso forestal mas importante que tiene
el bosque seco en el Ecuador y Pert y su utilizacion como madera de construccion y
combustible (lefia y carbon) se remonta desde tiempos pre-colombinos, en especial por las
culturas que se desarrollaron en la costa peruana. Durante la colonizacion espafiola, y ya en
tiempos de la republica, los grandes bosques de algarrobo que se extendian hasta Camana en
Arequipa (Pert1) fueron talados indiscriminadamente hasta su total desaparicion, quedando
restringidos a pequefios relictos en el norte del Peru y sur del Ecuador que se mantienen por
regeneracion natural gracias a las lluvias ocasionales originadas por el fenomeno de El Nifio. En
la actualidad, estos algarrobales se agrupan en pequefios bosques-relictos, caracterizados por su
alta tolerancia a la sequia, rapido crecimiento y significativa produccion de biomasa (Jordan y
Balboa, 1985), y sustentan una intensiva crianza de caprinos, diversas actividades apicolas, asi
como una industria artesanal consistente en la elaboracion de la algarrobina, un fermento dulce
que se prepara por la coccion de los frutos maduros.

La importancia de las especies del género Prosopis no solamente ha resultado fundamental
para las poblaciones indigenas ancestrales de América del Sur sino también para poblaciones
indigenas de otras partes del mundo como de América Central, Africa y Asia, razén por la cual
la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAQO) viene
implementando diversos programas que permitan su utilizacion en gran escala puesto que se le
considera el recurso genético forestal que ofrece nuevas alternativas y mejores opciones para el
desarrollo de las regiones aridas y semiaridas del mundo (Riveros, 1992).

Las especies de Prosopis se propagan normalmente por semilla; sin embargo, es importante
la propagacion vegetativa si la finalidad es clonar plantas élites aprovechando la alta
variabilidad de las poblaciones naturales (Leakey y Last, 1980), utilizar los especimenes
resultantes de las hibridaciones naturales (Felker, 1983) e inducir, en estacas de plantas adultas,
un apropiado sistema radicular que supere las dificultades que presentan los suelos de las
regiones donde habitan (Felker, 1992). No obstante, la capacidad de enraizamiento de las
estacas de algarrobo es muy variable, existiendo especies con tasas de enraizamiento superiores
a 80% como en Prosopis juliflora 'y P. glandulosa y menores de 10% como en P. cineraria y P.
tamarugo (De Souza, 1993; Harris, 1992) y entre 30 y 80% como en P. alba (Klass et al., 1987;
Oberschelp y Marcd, 2010). Por otro lado, las técnicas de cultivo de tejidos in vitro, con su alta
tasa de multiplicacion, resultarian una buena alternativa para la propagacion asexual de arboles
selectos. Los primeros trabajos sobre propagacion in vitro fueron realizados utilizando plantas
jovenes de P. tamarugo y P. chilensis (Jordan y Balboa, 1985; Jordan, 1987), P. alba (Jordan et
al, 1985; Tabone et al., 1986; Castillo de Meier y Bovo, 2000), P. juliflora (Nandwani y
Ramawat, 1991) y P. cineraria (Goyal y Arya, 1984; Shekhawat et al., 1993), entre otros,
mientras que plantas de P. cineraria han sido también propagadas a partir de segmentos de
hipocétilos (Goyal y Arya, 1981) y de nudos cotiledonares en P. glandulosa var. torreyana
(Rubluo et al., 2002) y P. laevigata (Buendia-Gonzéalez et al., 2007). En ningin caso la
produccion de plantas fue en gran escala. Con respecto al bosque estacionalmente seco del
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Ecuador y Peru, la literatura no reporta trabajos en cultivo de tejidos de especies nativas de
Prosopis.

En este trabajo se desarrollaron protocolos para la germinacion in vitro de semillas y la
micropropagacion del algarrobo Prosopis limensis Benth. in Hook., mediante el cultivo de
apices caulinares y segmentos nodales.

2. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se desarrolld en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal e
Invernadero del Area Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables de la Universidad
Nacional de Loja (UNL), Ecuador y en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Recursos
Genéticos Vegetales de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo (UNPRG), Lambayeque-
Pert.

Material vegetal

Se utilizaron frutos maduros (vainas) colectados entre abril - julio de 2012 de dos
especimenes de “algarrobo” crecidos en la Ciudad Universitaria de la Universidad Nacional
Pedro Ruiz Gallo (UNPRG), Lambayeque, Perat (UTM 17M 620559 9258392; 620702
9258440). Las plantas tenian una edad promedio de 35 afios, 12 - 15 m de altura, 1,20 m de
circunferencia y fuste de 8 - 10 m, ligeramente curvado, considerandoseles plantas élites. En el
caso de estacas, éstas se seleccionaron de plantas mayores de 25 afios, crecidas en el trayecto
Macara - Zapotillo, localidad El Algodonal (UTM 17M 604957 9526445) (Macara, Ecuador).
Las plantas fueron identificadas por el Dr. Guillermo E. Delgado de la UNPRG como Prosopis
limensis Benth. in Hook, en base a comparaciones con muestras de herbario y a la descripcion
morfolégica realizada por Vasquez et al. (2010). Las semillas se conservaron en frascos de
vidrio en refrigeracién a 10 °C en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal (UNL) y las
muestras de herbario, en cartulinas y protegidas con naftalina en el Herbario HPRG (UNPRG).

Selecciéon y sembrado de estacas

Se colectaron estacas de 25 - 30 cm de largo y 1 - 2 cm de diametro de las regiones inferior y
media de la copa del arbol y se envolvieron en papel periodico humedo para evitar la
deshidratacion. En el invernadero se desinfestaron con una solucién fungicida - bactericida
Benlate (Benomyl 0,2%) - Kasumin (Kasugamicina 2%) durante 5 min y se trataron con los
enraizantes comerciales Root-Hor y Hormonagro. Root-Hor es un enraizante liquido a base de
acido a-naftaleneacético 0,4%, acido indol-3-butirico 0,1%, acidos nucleicos 0,1%, sulfato de
zinc 0,4% y solucion nutritiva 95,4% y en su preparacion se diluyé 5 ml de la solucion en 1 L de
agua, sumergiendo 3 - 5 cm de la estaca durante 5 min. Hormonagro es un enraizante en polvo a
base de acido a-naftaleneacético 0,4% e ingredientes inertes 99,6% y se lo prepard con agua
formando una masa pastosa que se aplicoé en 3 cm de la base de la estaca. Posteriormente, las
estacas se sembraron en bolsas de polietileno conteniendo sustrato esterilizado de
suelo:arena:humos (1:1:1). Asimismo, se evaluaron tres modalidades de estacas: recto, de mazo
y de tacon o talon (Hartmann et al., 2011). En cada tratamiento se ensayaron 15 estacas y el
experimento se repitio tres veces. Adicionalmente, cada 15 dias y durante los 60 dias que duro
el experimento, las estacas se asperjaron con una solucion de AG;1 mg L™ + BAP 0,5 mg L
'con la finalidad de inducir brotamiento de las yemas axilares. Las condiciones ambientales del
invernadero fueron 19,0 °C (méax. 22,1 y min. 15,9 °C) y 82,2% HR.
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Seleccidn, escarificacion y cultivo de semillas

Después de seleccionar los mejores frutos, por su forma, tamafio, peso y condicion
fitosanitaria y secarlos a temperatura ambiente, se extrajeron las semillas y guardaron en
refrigeracion a 10 °C. Las semillas fueron escarificadas por tres métodos: fisico, con agua
caliente (50 - 70 °C) con permanencia hasta alcanzar temperatura ambiente; quimico, con HCI
36,5% durante 5 min y mecanico, con papel abrasivo (lija), lijandolas en el extremo dorsal.
Luego se colocaron en frascos en grupos de 50 para su desinfestacion, en camara de flujo
laminar. Las semillas que sirvieron de testigo no fueron escarificadas.

La semillas se desinfestaron con alcohol etilico 70% durante 1 min y lejia comercial
(Clorox® 5.5% de hipoclorito de sodio) durante 15 min. Ambos desinfestantes se removieron
con tres enjuagues de agua destilada esterilizada con permanencia del agua durante 1 min,
utilizando el agua del ultimo enjuague para la imbibicién durante 24 h. El medio de cultivo
incluy6 las sales minerales MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementadas con las vitaminas
tiamina HCI 1,0 mg L™ y m-inositol 100 mg L, sacarosa 2%, agar-agar 0,6% y 4cido giberélico
(AG3;) 0,0; 0,5y 1,0 mg L. Este medio de cultivo fue dispensado en frascos de vidrio de 10 cm
de altura y 5 cm de diametro, cultivandose tres semillas por frasco con un total de 15 semillas
por tratamiento.

Cultivo de apices caulinares

Después de germinadas las semillas in vitro y cuando las plantulas alcanzaron una altura de 5
cm, los apices caulinares, con cotiledones y 1 a 1,5 cm de hipocétilo, fueron removidos y
cultivados en varios tratamientos de medio de cultivo, de igual formulacion al utilizado en la
germinacién de semillas, excepto que en el balance hormonal se ensay6 0,2 y 2,0 mg L' de las
citocininas benzilaminopurina (BAP), kinetina (KIN) y 2-isopentenil adenina (2iP), tanto de
manera individual o en combinacioén con 0,2 mg L de las auxinas 4cido indol-3-acético (AIA)
y acido naftaleneacético (ANA). Ademas, se ensayo el efecto de las combinaciones AIA (0,02
mg L") y ANA (0,02 mg L") con AG; (0,02; 0,2y 2,0 mg L™).

Induccion de multiples brotes

En este proceso se utilizaron apices caulinares de 5 cm de altura, con cotiledones y 1 a 2
nudos formados, provenientes de plantulas de semillas germinadas in vitro. El medio de cultivo
fue suplementado con 1,0 mg L de las citocininas BAP, KIN y 2iP, en varias combinaciones
con las sustancias organicas complejas sulfato de adenina (5,0 y 25,0 mg L") y agua de coco
20%.

Induccion de raices

En este proceso se utilizaron apices caulinares de 3 cm de altura provenientes de plantulas de
5 a 8 cm de altura obtenidas del cultivo de apices caulinares anteriormente descrito. El medio de
cultivo incluy6 las auxinas acido indol-3-butirico (AIB), AIA y ANA, en concentraciones de
0,1;0,5y 1,0 mg L

Tanto en las fases del cultivo de apices caulinares, induccion de multiples brotes e induccion
de raices, se cultivaron 2 explantes por frasco con un total de 16 explantes por tratamiento.

Preparacion y esterilizacion del medio de cultivo y condiciones ambientales de incubacion

El medio de cultivo ensayado en todos los procesos morfogénicos estudiados, después de
incorporado los componentes inorganicos y organicos, se ajustd a pH 5.8 £ 0.2 con KOH y
HCIO.1N, antes de la incorporacion del agar. Se dispens6 en frascos de vidrio, a razon de 30 ml
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por frasco, esterilizandose posteriormente en autoclave a 121 °C de temperatura y 121 Ibs/pulg’
de presion durante 20 minutos. Las condiciones ambientales de incubacion se ajustaron en 24 -
26 °C de temperatura, fotoperiodo 16/8 h (dia/noche) con 2 - 5 W.m™ de irradiancia, en la
germinacion de semillas, mientras que para el cultivo de apices caulinares, induccion de
multiples brotes y enraizamiento, la irradiancia se incrementé entre 8 - 10 W.m™.

Aclimatacion

En el proceso de aclimatacion, como fase previa para su establecimiento en campo, se
utilizaron plantulas de 5 - 7 cm de altura, con mas de cuatro hojas primarias y un buen sistema
radicular. Las plantulas in vitro fueron sembradas en los siguientes sustratos esterilizados:
sustrato 1, suelo negro + turba (2: 1); sustrato 2, turba 100% y sustrato 3, suelo negro + humus
(2:1) y cubiertas con una envoltura de plastico asperjada con agua en su interior simulando una
condicion de alta humedad.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron aplicando el programa SPSS 16.0 con intervalo de confianza del
95% a fin de establecer diferencias significativas entre tratamientos (a=0,05). Para los datos que
presentaron normalidad y varianza homogéneas se utilizaron el analisis estadistico ANOVA de
un solo factor y Prueba de Tukey, mientras que a los datos que no los presentaron, se aplico la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (Zar, 2009).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Cultivo in vitro de semillas

Semillas con escarificacion fisica y quimica mostraron tasas absolutas (100%) de
germinacion, en los tres tratamientos de AG; ensayados, mientras que con escarificacion
mecanica la tasa de germinacion fue 60% y los tratamientos testigos 70% (Tabla 1). La
contaminacién por hongos y bacterias oscilé entre 7 a 27%, mayormente en semillas con
escarificacion mecanica, posiblemente por el ingreso de los contaminantes durante el proceso, y
en ningun caso se observo fenolizacion. La germinacion se inicio entre 24 a 36 h de cultivadas
las semillas, con la emergencia de la radicula, y mas del 90% de las plantulas mostraron un
crecimiento rapido y desarrollo normal, alcanzando una altura media de 5 a 8 cm después de 30
dias de cultivo; las plantulas anormales fueron menos de 5%. La germinacion de las semillas es
definida como la reanudacion del crecimiento del embrion y la protrusion de la radicula desde
las estructuras de la testa (Rao et al., 2007) y las plantulas se consideraron normales puesto que
poseian estructuras adecuadas de raices y brotes, esenciales para su desarrollo posterior; las
plantulas anormales no tienen capacidad para desarrollarse y sufren deficiencia, descomposicion
o debilidad en sus sistemas de raices y brotes (AOSA, 2005).

Tabla 1. Germinacion in vitro de semillas de Prosopis limensis en tres concentraciones de acido
giberélico (AG3) y tres métodos de escarificacion (fisico, quimico y mecanico)

Tratamiento Control Con escarificacion
con AG; (mg L™ (sin escarificacion) Fisico Quimico Mecanico
0,0 70+£25a 100 100 60+t42a
0,5 70+£3,0a 100 100 60+36a

1,0 70+2.8a 100 100 60+1,0a
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En trabajos realizados en diversas especies de algarrobos como en P. alba, las semillas
fueron escarificadas con papel abrasivo antes del cultivo in vitro (Castillo de Meier y Bovo,
2000) y en Prosopis glandulosa var. torreyana, nativa de México, las semillas fueron
germinadas después de un tratamiento de escarificacion con H,SO,4 concentrado durante 30 min,
previo al tratamiento de desinfestacion convencional in vitro (Rubluo et al., 2002); sin embargo,
no se reporto la tasa de germinacion ni el tiempo de inicio.

Propagacion por estacas

En 60 dias de evaluacion, el 100% de las estacas no mostro formacion de brotes ni
enraizamiento; por el contrario, las estacas iniciaron un proceso de desecacion y muerte que se
extendiod hasta los 90 dias.

Oberschelp y Marcé (2010) observaron en P. alba 45% de enraizamiento en estacas
herbaceas con AIB 5 mg L' y 25% de enraizamiento en estacas semilefiosas con AIB
2,5 mg L', obtenidas de plantas recepadas de 6 afos de edad, sin que en ambos casos el AIB
ejerciera efecto alguno en la altura de planta y muy ligeramente superior en el enraizamiento
respecto al tratamiento testigo sin suplemento de AIB. Es posible que estas diferencias
encontradas, respecto al trabajo que se presenta, obedezcan a que utilizaron estacas herbaceas y
semilefiosas, recepadas de plantas jovenes.

Por otro lado, varios informes indicaron que el potencial de enraizamiento de las estacas de
algarrobo depende de la especie. Asi, en P. juliflora y P. glandulosa se reportaron tasas de
enraizamiento superiores a 80%, mientras que en P. cineraria y P. tamarugo menores de 10%
(Dick et al., 1991; Harris, 1992; De Souza, 1993). Es posible que no solamente factores
genéticos estén influenciando en el proceso sino también factores fisiologicos inherentes a las
plantas y factores ambientales, tal como fue reportado por Klass et al. (1985), quienes
demostraron que la mayor tasa de enraizamiento de P. alba se alcanz6 en 35 °C, fotoperiodo de
12 h y elevada intensidad luminica; condiciones muy distantes a la ofrecidas a P. /imensis en el
presente trabajo. Sin embargo, es posible que puedan utilizarse otras metodologias como la
propagacion por acodos aéreos y la mini-injertacion, tal como se informo en P. alba (Ewens y
Felker, 2003).

Elongacion de apices caulinares

Sobre el efecto de las citocininas BAP, KIN y 2iP en la elongacion de apices caulinares, los
resultados (Tabla 2) mostraron que, en 90 dias de cultivo, el tratamiento con KIN 0,2 mg L™
solo difirié de los tratamientos con BAP 0,2 mg L™ y KIN 2,0 mg L™, respecto a los demés
tratamientos, en altura de plantula (prueba de Tukey p<0,05) y longitud del brote (prueba de
Kruskal-Wallis p<0,05) con 5,59 cm y 0,39 cm de altura, respectivamente, mientras que en el
resto de tratamientos ensayados, los resultados fueron ligeramente inferiores, en especial en los
tratamientos con BAP 2,0 y 2iP 2,0 mg/L"'. No se observaron diferencias en el nimero de nudos
formados por plantula, oscilando entre 6,3 y 9,6, lo que aseguraria una alta tasa de propagacion
por nudos; sin embargo, el nimero de brotes formados no fue mayor de 2,8.
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Tabla 2. Efecto de las citocininas BAP, KIN y 2iP, en la elongacion de apices caulinares
de Prosopis limensis

Tratamientos (mg L) Respuestas morfogénicas

BAP KIN  2iP Altura (cm) Nudos (N°)  Brotes (N°) Ll‘)’;‘(ﬁ‘:zi:)el
0,2 344+022a 6,6+063a 25+031la  0,20%0,05
2,0 447+ 0,35 ab 96+0,82a 28+024a  023+0,05

0.2 559+ 053 b 96+06la 25+032a 039+ 0,05%
2,0 3,50+ 033 a 6,4+081a 20+027a  0,18%0,02
0.2 412+ 0,22 ab 63+057a  28+037a  0,23+0,02
2,0 4,91+ 0,38 ab 91+1,17a 25+022a 0,29+ 0,03

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos ANOVA aplicando el test de Tukey (p<0,05).
*Difiere del resto de tratamientos (Prueba Kruskal-Wallis p< 0,05).

Los resultados de las combinaciones auxinas - citocininas, en 90 dias de cultivo (Tabla 3),
indicaron que los tratamiento ANA 0,2 + KIN 0,2 mg/L'l, AIA 0,2 + BAP 0,2 mg L y AIA 0,2
+ KIN 0,2 mg L™, en lo referente a altura de plantulas (prueba de Tukey p<0,05) con 5,39 cm;
5,15 cm y 5,29 cm, respectivamente, se destacaron sobre los demas tratamientos pero sin
mostrar diferencias significativas. Un resultado similar se observd en el numero de nudos
formados y longitud del brote, aunque el niimero de brotes formados resulté inferior a lo
observado en los tratamientos donde se utilizé tinicamente citocininas.

Tabla 3. Efecto de la interaccion citocininas (BAP, KIN y 2iP) con auxinas (ANA y AIA), en la
elongacion de apices caulinares de Prosopis limensis

Tratamientos (mg L) Respuestas morfogénicas

BAP ANIQH‘\’J’Z »ip Altura (cm) Nudos (N°)  Brotes (N°) Ll;’;‘(ﬁ';‘zgn‘:)e'
0,2 4,87 + 0,45 ab 6,5+ 1,24 13+0,15 0,24+ 0,04ab
2,0 4,53+0,31 ab 73+ 1,10 1,6+022 0,20+ 0,03 ab

0,2 539+0,52 b 925162 124013 034+0,05b
2,0 4,50 + 0,47 ab 62+1,65 13+0,14 0244004 ab
0.2 3.09-032a 3.0+ 0.66 10+0,00  0,12+0,03a
2,0 4,14+ 0,34 ab 574106 144024  0,20+0,03 ab

AIA 0,2

BAP KIN  2iP
0,2 515+027b 8,6+092%  1,7+021  025+0,02ab
2,0 4,50 + 0,43 ab 6.4+134 14+0,16  021+0,04ab

0.2 529+033 b 88+ 1I7%  1,7+022%  0,28+0,03 ab
2,0 4,14+ 0,34 ab 7.1+ 1,55 1,6+£023  0,18+0,03 ab
0.2 4,67+ 0,38 ab 62+131  1,91029%  0.17+0,03a
2,0 3,99 + 0,49 ab 50+1.84 1,1£0,07 0,19+ 0,05 ab

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos ANOVA aplicando el test de Tukey (p < 0,05).
*Difiere del resto de tratamientos (Prueba Kruskal-Wallis p< 0,05).

Los resultados de la combinaciones auxinas - giberelinas (Tabla 4), en 90 dias de cultivo,
indicaron que el tratamiento AIA 0,02 + AG; 0,02 mg/L" superd al resto de tratamientos
ensayados, en especial en altura de plantula y nimero de nudos formados con 6,03 cm y 10,2
cm, respectivamente, aunque sin mostrar diferencias significativas. Al respecto, Tabone et al.
(1986) informaron que segmentos nodales de plantas jovenes de P. alba clon B,Vsy, de 1 - 2
afos de edad y crecidas en invernadero, indujeron multiples brotes en nimero mayor de siete en
medio de cultivo MS suplementado con BA 4,4 x 10°(10 mg/L™") y BA 6.7 x 10° M (15 mg/L™)
- AIA 2.9 x 10° M (5 mg/L™), en 90 dias de incubacién. Asimismo, el desarrollo de hojas fue
mejor en medio de cultivo suplementado con KIN 0,015 — AIA 0,5 mg/L™". En dicho trabajo no
se reportd enraizamiento pero si el efecto de diversas fuentes nitrogenadas en la condicion
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fisiologica de las plantulas, destacando el rol estimulador del nitrato (NO;), incorporado como
NaNO; y la glutamina, asi como el rol inhibidor del amonio, incorporado como NH4CI (Tabone
et al., 1986). Estos resultados fueron similares a los reportados en el trabajo que se presenta.

Tabla 4. Efecto de las combinaciones auxinas ANA y AIA con la giberelina AGs;, en la elongacion de
apices caulinares de Prosopis limensis

Tratamientos (mg L) Respuestas morfogénicas

ANA  AIA  AG; Altura (cm) Nudos (N°) Brotes (N°) L{)’;‘(ﬁ';‘;gn‘li)el

0,02 0,02 4,69+0,41ab 8,1+091ab 1,2+0,10 0,29+£0,04 a

0,02 0,2 4,55+0,41 ab 5,5+098a 1,1 £0,08 0,25+0,05a

0,02 2,0 4,93 £0,39 ab 7,4+ 1,00 ab 1,4+0,22 0,28+£0,03 a
0,02 0,02 6,03+£0,32b 10,2+ 1,10b 1,2+0,13 0,38+0,04 a
0,02 0,2 437+045a 6,0+ 1,35ab 1,0 £ 0,00 0,24 £ 0,05 a
0,02 2,0 4,53 +0,51 ab 7,6 £ 1,64 ab 1,4+0,22 0,24 £0,04 a

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos aplicando el test de Tukey, ANOVA(p < 0,05).

En P. alba se observo alrededor de 70% de elongacion de apices caulinares en segmentos
nodales de plantulas de 20 dias de edad en medio de cultivo MS suplementado con la
combinacién ANA o AIB 3,0 mgL" - KIN 0,05 mg/L", después de 60 dias de cultivo. Se
observaron resultados similares en segmentos nodales de plantas de 5 y 20 afios de edad, pero
en medio de cultivo suplementado con la combinacién ANA 0,1 - BAP 1,0 mg L (Castillo de
Meier y Bovo, 2000). En segmentos nodales de plantas jovenes de 4 meses de edad crecidas en
invernadero y en plantas adultas de 10 a 16 afios crecidas en su ambiente natural, de P.
chilensis, se observd una mayor elongacion de brotes en medio de cultivo suplementado con BA
0,05 mg L! y AIA, AIB o ANA 3 mg L', destacando la combinacién BA — AIB (Caro et al.,
2002). Estos resultados también fueron similares a los obtenidos en el trabajo que se presenta,
puesto que varias combinaciones de ANA + BAP y ANA + KIN favorecieron la elongacion de
apices caulinares.

Induccion de brotes

Los resultados de la combinaciones citocininas — sustancias complejas, en 90 dias de cultivo
(Tabla 5), indicaron que el tratamiento KIN 1,0 +sulfato de adenina 25 mg L' present6
diferencias significativas entre tratamientos (prueba de Kruskal-Wallis p<0,05), en lo referente a
altura de plantulas, nimero de nudos formados y longitud del brote, con 5,89 cm, 6,1 cmy 0,31
cm, respectivamente. Dun-Yi et al. (1989) informan que segmentos nodales de plantas de
Prosopis chilensis, P. cineraria y P. juliflora, de 3 a 12 meses de edad y crecidas en
invernadero, indujeron multiples brotes en medio de cultivo suplementado con BA 10y 15 mg
L™, concentraciones inusualmente altas, puesto que en el presente trabajo, las concentraciones
de BAP mayores de 2,0 mg L™ (datos no mostrados en tablas) originaron engrosamiento en los
explantes y tejidos corchosos. En P. laevigata se obtuvieron 3,4 brotes en medio de cultivo MS
suplementado con 2,4-D 2,0 mg L' y BA 1,5mg L™, en nudos cotiledonares (Buendia-Gonzélez
et al., 2007); asimismo, segmentos nodales de plantas maduras de P. cineraria indujeron
multiples brotes en medio de cultivo MS suplementado con varias combinaciones de citocininas
— auxinas, destacando la combinacion BAP 5 - AIA 1,0 mg L™ (Kumar y Singh, 2009).
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Tabla S. Efecto de la combinacion de las citocininas BAP, KIN y 2iP con las sustancias complejas sulfato
de adenina y agua de coco en la induccion de brotes en apices caulinares y segmentos nodales de
Prosopis limensis

Tratamientos Respuestas morfogénicas

S. adenina Agua de Longitud del

Altura (cm) Nudos (N°) Brotes (N°)

(mg L) coco (%) brote (cm)
BAP 1,0 mg L™
5,0 3,65+ 0,35 2,4+ 1,06 1,15+0,15 0,06 + 0,02
5,0 20,0 3,26 + 0,09 1,9+0,12 1,00 + 0,00 0,09 + 0,01
25,0 3,67+ 0,24 3,9+ 1,07 1,21+0,21 0,16 + 0,02
25,0 20,0 4,67 + 0,45 4.4+0,82 1,44 40,20 0,19 + 0,04
KIN 1,0 mg L™
5,0 5,14+0,53 6,3+ 1,47 1,33+0,18 0,25 + 0,04
5,0 20,0 4,08 +0,26 3,3+0,59 1,00 + 0,00 0,16 + 0,03
25,0 5,80 £0,27* 6,1 +0,34* 1,25+0,11 0,31 0,02
25,0 20,0 4,85+ 0,59 58+1,23 1,33+0,18 0,21 + 0,05
2iP 1,0 mg L
5,0 4,72 +0,52 53+1,17 1,19+0,18 0,22 +0,0,5
5,0 20,0 3,84+ 0,31 2,4+0,63 1,00 + 0,00 0,12 + 0,03
25,0 3,74+ 0,26 2,4+ 0,45 1,00 + 0,00 0,10 + 0,02
25,0 20,0 4,55+ 0,59 52+1,51 1,00 + 0,00 0,20 + 0,06

* Diferencia significativa entre tratamientos (prueba de Kruskal-Wallis p<0,05).

Enraizamiento

Los resultados del efecto de las auxinas ANA, AIA y AIB, en 90 dias de cultivo (Tabla 6),
indicaron que el tratamiento AIB 1,0 mg L' presenté diferencias significativas entre
tratamientos (prueba de Kruskal-Wallis p<0,05) en lo referente a nimero de nudos(10,8), hojas
(11,0) y raices formados (5,9) y longitud de raices (0,7 cm), aunque no en altura de plantulas
(6,1 cm). En brotes inducidos en segmentos nodales de plantas de P. chilensis, P. cineraria'y P.
Juliflora, de 3 - 12 meses de edad, crecidas en condiciones de invernadero, la mayor tasa de
enraizamiento se alcanzé con AIB (3,0 y 15 mg L), estableciéndose el siguiente gradiente de
respuestas positivas: P. chilensis>P. cineraria>P. juliflora (Dun-Yi et al., 1989). En P. alba se
observd enraizamiento en brotes de plantulas obtenidas de semillas germinadas in vitro y de
plantas silvestres de 5 y 20 afios de edad, en medio de cultivo MS suplementado con AIB 0,5
mg L' 0 ANA 0,1 mg L™, utilizando puentes de papel de filtro (Castillo Meier y Bovo, 2000) ;
en P. laevigata se alcanzd hasta 44% de enraizamiento en medio de cultivo MSI1/2
suplementado con ANA 3,0 mg L y vermiculita (Buendia-Gonzalez et al., 2007); asimismo, en
brotes inducidos en segmentos nodales de P. cineraria el enraizamiento fue mejor en el medio
de cultivo MS1/2 suplementado con AIB 3,0 y 5,0 mg L™ (Kumar y Singh, 2009).

Tabla 6. Efecto de las auxinas ANA, AIA y AIB, en diferentes concentraciones, en el enraizamiento
de explantes, a partir de apices caulinares y segmentos nodales de Prosopis limensis

Tratamientos
(mg L™ Respuestas morfogénicas

Altura Brote Nudos Hojas Raices Longitud

ANA - AlA - AIB (cm) (N°) (N°) (NJ ) (N°) raiceg (cm)
0,1 4,65 +0,58 1,2+0,1 53+13 53+1,6 0,6 +0,3 0,20+ 0,01
0,5 5,23+0,47 1,1+£0,1 81+1,.2 88+14 4,6+1,1 0,70 £ 0,03
1,0 4414054  1,1+0,1 70+ 1,6 73+1,7 3,9+09 0,30 £ 0,01
0,1 3,14+ 0,20 1,0+ 0,0 23+04 1,3+0,3 33+1,4 0,30+ 0,01

0,5 3,58+ 0,36 1,2+0,2 45+1.2 40+1,0 34+1,0 0,50+ 0,02

1,0 5,11+0,28 1,5+£0,2 8,613 84+14 5,6£1,1* 0,60 £ 0,02

0,1 3,60+022 1,0£0,0 3,0£05 3,0£0,7 23408  0,40+0,01
0,5 491+052  1,1£0,0 64+13 63+13 35+1,1 0,11 £ 0,05
1,0 613+034 1,106  108+05*% 11,0£0,5% 59+09%  0,70+0,01*

*Existe diferencias significativas entre tratamientos (prueba Kruskal — Wallis p<0,05).
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Aclimatacion

La mayor tasa de sobrevivencia (90%) se observo en el sustrato suelo negro + turba(2:1),
mientras que fue menor de 10% en los sustratos turba 100% y suelo negro + humus (2:1). En
otras especies de algarrobo como en P. cineraria y P. juliflora la tasa de sobrevivencia fue
100% en sustrato compost (Dun-Yiet al., 1989) y en P. cineraria se observaron tasas de
sobrevivencia de 60% en sustrato suelo esterilizado + vermiculita (1:1) (Kumar y Singh, 2009).
En otros trabajos, como el realizado en P. chilensis, se reportd solamente aclimatacion exitosa
pero sin presentar porcentajes y caracteristicas del sustrato (Caro et al., 2002).

4. CONCLUSIONES

La germinacion de semillas in vitro fue 100% cuando previamente se escarificaron a 50 —
70 °C o HCI 36% durante 5 min, mientras que la mayor elongacion de apices caulinares se
obtuvo con KIN 0,2 mg L' y las combinaciones ANA 0,2 + KIN 0,2 mg L! y AIA 0,02 + AG;
0,02 mg L. Después de 90 dias, en medio de cultivo con KIN 1,0 mg L + sulfato de adenina
25 mg L™, se alcanzod la mayor tasa de multiplicacién de brotes, mientras que el enraizamiento
fue mayor con AIB 1,0 mg L. El sustrato suelo negro + turba (2:1) permitié la aclimatacién
exitosa de plantulas en invernadero.
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