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RESUMEN

Sacha inchi es una planta oleaginosa, perenne y trepadora. Su aceite esta
considerado el mejor del mundo por cualidades de color, sabor, olor y beneficios
nutricionales para la salud humana. Una de las principales limitaciones es la falta de
continuidad en el abastecimiento de la semilla, ante esta situacion la propagacion in
vitro es una de las alternativas para empezar a desarrollar el potencial agroindustrial
de la especie. El presente trabajo tuvo como objetivo lograr el establecimiento y la
multiplicacién de brotes in vitro en esta especie. Se evaluaron tres diferentes tipo de
explante inicial para el establecimiento de brotes o plantas in vitro (semillas
maduras, inmaduras y segmentos nodales), asi como diferentes concentraciones y
tiempos de exposicion de los explantes en hipoclorito de sodio, ademés de las
NPs-Ag en el medio de cultivo. También, se evaluo el efecto de la sacarosa, agua
de coco y floroglucinol en los medios de cultivo durante las fases de establecimiento
y multiplicacién in vitro. Fue posible alcanzar la germinacion in vitro de las semillas
inmaduras sin testa de Sacha inchi en un medio de cultivo con agua de coco. Asi
como, un alto porcentaje de segmentos nodales libres de contaminantes con la
presencia de las NPs-Ag en el medio de cultivo. La combinacién de los reguladores
del crecimiento 6-BAP y ANA junto con el floroglucinol a 30,0 mg L™ permitié la
multiplicacién in vitro de los brotes apicales obtenidos de plantas de semillas

inmaduras, sin formacion de callo basal.

Palabras clave: propagacion in vitro, floroglucinol, Sacha inchi, reguladores del

crecimiento, plantas in vitro



Abstract



ABSTRACT

Sacha inchi is an oily, perennial, climbing plant. Its oil is considered the best in the
world for qualities of color, flavor, smell, and nutritional benefits for human health.
One of the main limitations is the lack of continuity in the supply of the seed. Given
this situation, in vitro propagation is one of the alternatives to start developing the
agro-industrial potential of the species. The objective of this work was to achieve
the in vitro establishment and multiplication of shoots in this species. Three
different types of initial explant were evaluated for the establishment of in vitro
shoots or plants (mature and immature seeds and nodal segments), as well as
different concentrations and exposure times of the explants in sodium
hypochloride. In addition to evaluating the effect of sucrose, coconut water and
phloroglucinol in the culture medium during the establishment and multiplication
phases in vitro. It was possible to achieve in vitro germination of immature seeds
without coat of Sacha inchi in a culture medium with 100 mL L™ of coconut water.
The combination of the growth regulators 6-BAP and ANA together with
phloroglucinol at 30,0 mg L™ allowed the in vitro multiplication of the apical shoots

obtained from immature seed plants, without basal callus formation.

Key words: in vitro propagation, phloroglucinol, sacha inchi, growth regulators, in
vitro plants
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1. INTRODUCCION

Los aceites vegetales constituyen una alternativa para atender a las demandas
energéticas, alimentarias y agroindustriales de paises tropicales en desarrollo y
paises desarrollados. Segun informes de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), en los ultimos decenios, 20 de cada
100 kilocalorias consumidas por las poblaciones de estos paises, provienen de
cultivos oleaginosos (FAO, 2022). Estos cultivos estan entre los mas dindmicos,
pero hasta el momento solo se han usado pocas especies como la palma de
aceite (Elaeis quineensis Jacg.), soya (Glycine max L.), girasol (Helianthus annuus
L.) y colza (Brassica napus L.) (MADR, 2009). El manejo de los aceites vegetales
en la nutricibn humana ha adquirido especial relevancia, y los alimentos
enriquecidos con acidos grasos poliinsaturados tipo omega son un tema actual de
investigacion (Kodahl, 2020).

Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) es una planta oleaginosa, perenne y trepadora
gue crece en paises como Perl, Bolivia, Venezuela, Colombia y Brasil. Es
autoctona de la Amazonia peruana, conocida en el mundo como el “mani del
inca”, por su enorme importancia durante el esplendor del imperio indoamericano.
Entre los multiples beneficios, este prodigio natural es una de las fuentes
vegetales mas grandes de acidos grasos poliinsaturados Omega (3, 6 y 9), un
acido graso esencial para la vida del ser humano, ademas de proteinas (33%) y
antioxidantes (50%). El aceite de Sacha inchi esta considerado el mejor del mundo
por cualidades de color, sabor, olor y beneficios nutricionales para la salud
humana. Su consumo le da energia al cerebro, limpia el torrente sanguineo, y

lleva los nutrientes a las células (Follegatti-Romero et al., 2009; Gutiérrez, 2011).

Los alimentos enriquecidos con acidos grasos poliinsaturados tipo omega, pueden
desempefiar un papel importante en la prevencion y el tratamiento de
enfermedades coronarias, hipertension, diabetes tipo Il, artritis reumatoide, colitis
ulcerosa, enfermedades renales, enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

Ademas, otras enfermedades inflamatorias, autoinmunes y céncer (Adkins y
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Kelley, 2010; Hull, 2011). Estos aceites vegetales insaturados son el componente
basico empleado para muchas formulaciones cosméticas por sus innumerables

propiedades hidratantes y antioxidantes (Follegatti-Romero et al., 2009).

Por otro lado, el analisis de calidad de los aceites para fines agroindustriales,
concluye que los altos indices de yodo en correspondencia con el alto contenido
de acidos grasos poliinsaturados, le confieren al aceite de P. volubilis propiedades
secantes, condicion de gran utilidad en la industria oleoquimica para la fabricacion

de barnices y revestimientos (Pascual, 2000; Kodahl, 2020).

Debido a las cualidades de los aceites de Sacha inchi, el fruto se ha ido
consolidando en un mercado promisorio para la comercializacion de productos
elaborados, a partir de éstos aceites (Follegatti-Romero et al.,, 2009). Sin
embargo, la produccion de materias primas es insuficiente, lo cual a la hora de
exportar y de competir en los mercados, resulta un obstaculo (Dewick, 2001). Una
de las principales limitaciones es la falta de continuidad en el abastecimiento de la
semilla de P. volubilis, y ante esta situacion la propagacion in vitro es una de las
mejores alternativas para empezar a desarrollar el potencial agroindustrial de la

especie.

Actualmente la propagacion de esta planta se hace solo por semilla, lo que implica
alta variabilidad en el material vegetal y por lo tanto pueden perderse las
caracteristicas deseadas por los cultivadores. Ademas, de reducir la disponibilidad
de material vegetal para la obtencion de aceites. También, las semillas tienen una
pobre viabilidad, un bajo porcentaje de germinacion, baja resistencia a
enfermedades y un enraizamiento lento de los brotes al germinar (Solis et al.,
2016; Kodahl, 2020).

Sin embargo, hasta la fecha las investigaciones en el cultivo in vitro son escasas a
nivel internacional y en todas se informa como un problema la formacién de un
callo en la base del brote que impide la toma de nutrientes en la fase de
multiplicacién y la conexion de las raices con el tallo durante el enraizamiento
(Barrera, 2007; Solis, 2016, Solis et al., 2018; Henao et al., 2021). Por otra parte
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no han sido informados hasta la fecha trabajos de propagacion in vitro para P.

volubilis en Cuba.

Tomando en consideracion lo anteriormente expuesto se propone el siguiente

problema cientifico:

Es conocido que la propagacién de esta planta se hace solo por semilla, lo que
implica reduccion de la disponibilidad de material vegetal para la obtencién de
aceites. Las semillas tienen pobre viabilidad, bajo porcentaje de germinacion y
lento enraizamiento de las posturas ¢Como lograr obtener brotes in vitro de P.
volubilis, que permita contar con un material vegetal para realizar la propagacion in

vitro de este cultivo?
La presente investigacion partio de la siguiente hipotesis:

Es posible al determinar el explante inicial, los componentes de los medios de
cultivo alcanzar el establecimiento y la multiplicacion de brotes in vitro via

organogénesis, en la especie Sacha inchi.
Para validar dicha hipétesis de trabajo se trazaron los siguientes objetivos:
Objetivo general

Lograr el establecimiento y la multiplicacion de brotes in vitro en Sacha inchi (P.

volubilis).
Objetivos especificos

1.-Determinar el tipo de explante inicial para el establecimiento de brotes in vitro

de Sacha inchi.

2.-Establecer los requerimientos nutricionales de los medios de cultivo durante las

fases de establecimiento y multiplicacion de brotes in vitro de Sacha inchi.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Sachainchi. Generalidades del cultivo

Sacha inchi (Plukenetia volubilis Linneo) es una planta que pertenece a la familia
de la Euphorbiaceae, originaria de la Amazonia, conocida como, sacha inchik,
amui, sacha yuchi, sacha yuchiqui, sampannankii, suwaa, mani del monte, sacha
mani, mani del inca, mani jibaro o inca peanuts (Alvarez y Rios, 2007;
Perubiodiverso, 2009).

Caracteristicas del género y la familia

Este género pertenece a la familia Euphorbiacea, se caracteriza porque presenta
plantas con una importancia econémica ya que se obtienen productos tales como
el caucho, la tapioca, ceras y aceites. Este género comprende 17 especies, 12 en
Ameérica, 3 en Africa, una en Madagascar y una en Asia (Jiménez et al., 2000;
Martinez et al., 2002).

2.1.1 Taxonomia

Segun el sistema de clasificacién sugerido por Mc-Bride (1951) la taxonomia del

Sacha inchi es la siguiente:
Reino: Plantae

Division: Angiospermae
Clase: Dycotiledonea
Orden: Geraniales
Familia:Euphorbiaceae
Genero: Plukenetia
Especie: volubilis

Nombre cientifico: Plukenetia volubilis L.




2.1.2 Morfologia

Es una planta trepadora, voluble, semilefiosa con habito de crecimiento
indeterminado; en cuanto a sus hojas, son alternas de forma acorazonada de 10 a
12 cm de largo y de 8 a 10 cm de ancho, elipticos, aserrados y con peciolos de 2 a
6 cm de largo. Las nervaduras nacen en la base de la nervadura central

orientandose al apice (Tasso et al., 2013).

En cuanto al fruto, tiene forma de estrella, con nimero variable de I6bulos que
pueden ir desde cuatro hasta ocho, predominando aquellos que tienen cuatro o
cinco lébulos. Estos frutos se dividen cuando maduran y se diferencia,
endureciendo sus paredes. Dentro del fruto se hallan las semillas que son de color
marrdén oscuro, corrugadas y venadas, de forma lenticular y con 1,5 a 2,0 cm de
diametro (Gémez, 2004).

Es una planta hermafrodita, las flores presentan una polinizacién cruzada, lo cual
implica que se trata de una especie aldgama. El conocimiento del tipo de
reproduccion es de suma importancia para futuros trabajos de mejoramiento
genético de la especie. En Sacha inchi se observan dos tipos de flores, las flores
masculinas las cuales son pequeias, blanquecinas, dispuestas en racimos y las
femeninas que se encuentran en la base del racimo y ubicadas lateralmente de

una a dos flores (Cachique et al., 2014).

2.1.3 Distribucion geografica

La planta de Sacha inchi se ha encontrado desde América Central hasta Bolivia.
En América del Sur se ha registrado en la Amazonia peruana, colombiana y
boliviana. En el Peru estan distribuidas principalmente en las zonas selvaticas de
los departamentos de San Martin, Ucayali y Loreto (Chirinos et al., 2016). En
Colombia se encuentra en estado silvestre en diversos lugares de la Orino-
Amazonia y en el Pacifico y como cultivo establecido se ha informado en el
departamento del Chocd, en el Putumayo, Caquetd y en el Amazonas; se han
registrado cultivos de Sacha inchi en Fresno Tolima y Tibacu y Cundinamarca
(Karisma, 2015).
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2.2. Condiciones edafoclimaticas para el cultivo

Altitud: Sacha inchi se adapta desde los 100 a 2000 m.s.n.m; registrandose asi
mismo las mejores semillas (> 12mm) en plantaciones establecidas desde los 600
m.s.n.m. El rango 6ptimo para que obtenga buenos rendimientos es de los 100
m.s.n.m. hasta 1500 m.s.n.m. (Nima, 2007).

Temperatura: Presenta un buen crecimiento y desarrollo en diversas
temperaturas, pero la temperatura 6ptima para su crecimiento, oscila con un
minimo 10°C y un maximo de 36°C. Si las temperaturas son superiores por una
fraccion de tiempo prolongado puede generar caida de flores y frutos pequefios,
principalmente aquellos recién formados (Calram, 2007).

Luz: La luz es otro factor ecolégico importante en esta especie; mientras mas luz
reciba la planta, mayor es la poblacién de brotes, flores y frutos. Si la intensidad de
luz es baja, la planta va a requerir mayor nimero de dias para completar sus fases
de crecimiento y desarrollo. Por lo tanto si la sombra se prolonga y la luz
disminuye, la floracién va a disminuir y por lo tanto la produccion va a ser menor
(Tasso et al., 2013).

Suelos: Tiene amplia adaptaciéon a diferentes tipos de suelo, pero se deben elegir
los suelos que posibiliten su mejor desarrollo y productividad. Para que la planta
no se vea afectada por el suelo, es ideal que este suelo tenga una textura franco-
arcillosa a franco y con un pH que oscile en un rango de 5,5 a 7,5. La ventaja de
esta planta en cuanto al pH de los suelos que tolera suelos &cidos y su
crecimiento y desarrollo se ve reflejado en suelos de 5,5 a 6,5. Silos pH son muy
alcalinos puede presentar susceptibilidad a este tipo de suelos. Ademas, el
contenido de materia organica debe ser de medio a alto, la pedregosidad de media
a baja y lo ideal es que en cuanto a fertilidad del suelo sea de media a alta
(Andrade y Calderén, 2009).

2.3 Siembra
Distancia de siembra: para llevar a cabo la distancia de siembra se debe tener en
cuenta la topografia y la fertilidad de los suelos. Dependiendo de estos dos

factores, se implementan dos tipos de distanciamiento que son: 3,0 metros entre
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plantas y 3,0 metros entre calles o también se puede implementar 3,0 metros entre
plantas y 2,5 metros entre calles equivalente entre 1111 a 1333 plantas por

hectareas (Perubiodiverso, 2009).

2.3.1 Sistema de siembra

Siembra directa: este sistema de siembra cosiste en implementar semillas sin
realizar tratamientos pre-germinativos, es decir sembrar directamente al suelo.
Aquellas semillas que presenten mayor a 60 dias de cosechado y se quiere
implementar para siembra directa, se debe realizar una escarificacion manual para
asi favorecer a la germinacion de la semilla, ademas se deben sembrar 2 semillas
por hoyo realizado y colocar la semilla a una profundidad de 3,0 cm
(Perubiodiverso, 2009).

Siembra indirecta: Consiste en realizar una pre-germinacion de la semilla a través
de almacigos y trasplantar a bolsas negras para asi obtener material vegetal para
llevar a campo. Una de las ventajas de este sistema es que se puede seleccionar
la mejor calidad para asi llevarlas a campo y asi reducir la pérdida de plantas por

condiciones adversas que no permitan su crecimiento (Perubiodiverso, 2009).
Siembra en campo

Hoyado: para llevar a cabo el trasplante en el caso de siembra indirecta se
recomienda segun las condiciones que presente el suelo hoyos de hasta 40
centimetros de profundidad por 30 centimetros de ancho y 30 centimetros de largo

30 cm x 30 cm x 40 cm para garantizar un buen desarrollo radicular.

En el caso de siembra directa, se recomienda implementar hoyos con una
dimension de 20 centimetros de profundidad por 20 centimetros de ancho y 20
centimetros de largo en suelos sueltos. Pero en el caso que se presenten suelos
compactados o arcillosos se recomienda realizar hoyos de las mismas

dimensiones que en siembra por trasplante (Perubiodiverso, 2009).
Sistema de tutoraje

Tutores vivos: si se implementa este sistema de siembra se reducen los costos de

produccién. Las especies que se recomiendan para implementar este sistema son
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Eritrina ( Erythrina sandwicensis L.) y el matarratén o Gliricidia (Gliricidia sepium
L.) (Perubiodiverso, 2009).

Los tutores vivos se recomiendan instalar dos meses antes de trasplantar para el
caso siembra indirecta. Cuando presentan un sistema de siembra directo se debe

realizar simultdneamente con la siembra de semillas.

El sistema de tutores vivos con espalderas se utiliza con un distanciamiento entre
filas de 3,0 my entre tutores de 3,0 a 2,5 m. Este sistema de espalderas se puede
implementar alambre galvanizado de un calibre grueso para favorecer la
estabilidad de la planta durante su crecimiento y desarrollo. Este sistema se puede
combinar con tutores muertos rollizos, intercalando un tutor vivo y uno muerto en
la linea del cultivo. Esto tutores vivos deben presentar 2 metros de largo y de 10 a
15 centimetros de diametro, lo cual garantizara la estabilidad de la planta de
Sacha inchi (Perubiodiverso, 2009).

Tutores muertos: Se requieren postes de madera rolliza dura y alambre
galvanizado. Se recomienda implementar postes de madera de 2,5 metros de

largo por 15,0 centimetros de diametro.

Deben ser instalados a una profundidad de 50 centimetros para asegurar que
estén solidos a un distanciamiento de 6 metros entre postes o se puede realizar un
distanciamiento de 3 metros o 4 metros, esto va a depender de la resistencia del

alambre.

Para dar un buen soporte a los postes, es necesario colocar templadores o pie
amigos, que son postes que se instalan inclinados en ambos extremos sujetos al
suelo. Como recomendacion se debe templar dos filas de alambre: la primera, a
1,2 metros del suelo, y la segunda, a 2 metros. Se recomienda utilizar madera
proveniente de fincas o bosques, extraida segun los criterios de manejo forestal

sostenible.

Este sistema de tutores al implementarlo al cultivo favorece a un manejo
agronémico mas adecuado debido a que permite que se distribuya la planta a
través del alambrado, facilitando las podas, permitiendo la aeracion, facilitando la
distribucién de la luz en toda la planta y facilitar las cosechas, viendo como
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resultado final el incremento en la produccidon en comparacion con los sistemas

tradicionales sin tutoraje o con tutores vivos (Perubiodiverso, 2009).

2.4 Podas

Las podas se realizan para llevar a cabo una buena distribucion en el cultivo y asi
poder darle forma a la planta. Este proceso busca distribuir la luz, facilitar la
aireacion e incrementar la produccion y facilitar la cosecha y el manejo del cultivo.

Existen dos tipos de podas que se usa en este cultivo y son:

Podas de formacién: este proceso de formacion se lleva acabo a los 60 dias
cuanto se realiza en siembra directa y si se realiza en siembra indirecta realizar
esta poda a los 30 dias. El proceso de estas podas es de eliminar aquellas ramas
gue crezcan a una altura inferior entre 40 y 50 centimetros del suelo, ademas
eliminar aquellas ramas delgadas y mal formadas. La idea de llevar este proceso
de formacién es de dejar dos ramas para asi guiarlas sobre el tutoraje. La idea es
de formar una “Y”, es decir que se deben dejar dos ramas para guiarlas sobre la
espaldera o tutor vivo. Cuando se realiza por siembra directa esta poda se realiza
a los 60 dias de haber germinado. Es importante mencionar que se debe formar

una horqueta con solo dos ramas que se guian sobre la espaldera o tutor vivo.

Podas de produccion: esta poda se realiza después de haber realizado las dos
primeras cosechas. El proceso consiste en eliminar aquellas ramas que se
encuentran secas, enfermas e improductivas favoreciendo el rebrote de aquellas
ramas sanas y con buena produccion. Esta poda se realiza cada 30 a 60 dias
luego de cada cosecha. Hay que evitar que las ramas lleguen al suelo, por lo tanto
entre el suelo y las ramas se debe dejar una altura minima de 20 centimetros.
Ademaés evitar el crecimiento de ramas que se enlacen entre filas (Perubiodiverso,
2009).

2.5 Ciclo fenolégico

El tiempo que transcurre desde el momento de la siembra de las semillas hasta la
obtencion de frutos maduros es de 220 a 230 dias segun el Instituto Nacional de
Investigacion y Extension Agraria (INIA, 2017). Este ciclo fenoldgico se divide en
dos fases:
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Fase vegetativa: durante esta fase los fenOmenos que transcurren son la
germinacion y se extiende hasta la etapa de prefloracion, incluyendo la formacién

de raiz, tallo y hojas; esta etapa dura aproximadamente de 90 dias.

Una semana después de la germinacion, aparece la segunda hoja verdadera y el
tallo guia. Cuando se siembra en semillero una semana después de germinacion

es el momento mas apropiado para el traslado a sitio definitivo.

Es una planta de rapido crecimiento, pero para que se desarrolle de manera
rapida requiere de tutores para enredarse y extenderse. Si se encuentran estas
condiciones se desarrolla una gran cantidad de ramas y hojas.

El Sacha inchi (P. volubilis) tiene crecimiento vegetativo, floracion y fructificacion
continua durante todo el afio, aunque en las épocas de maxima precipitacion su

productividad biologica es menor (Gomez, 2004).

Fase reproductiva: esta fase comprende desde el inicio de la formacién de las
estructuras florales, hasta el desarrollo y obtencion de los frutos maduros. Esta
fase tiene una duracién aproximadamente de 120 dias que se encuentra
distribuida entre brote inicial de inflorescencia, diferenciacién de flores masculinas
y femeninas, formacion de frutos y maduracién de frutos. El periodo que va desde
el inicio de formacién de los racimos florales hasta la diferenciacion completa de
las flores masculinas y femeninas es de 20 a 25 dias. Generalmente es abundante
la oferta de las flores en la planta pero sin embargo, suele presentarse una
perdida bastante alta de flores femeninas, por lo que la fructificacion esta muy por

debajo del potencial floral.

El desarrollo de los frutos es aproximadamente de 30 dias al final de los cuales se
inicia la fase de maduracién. Ocasionalmente se presenta caida temprana de
frutos pequefos. Este periodo de maduracion de los frutos tiene una duracion
media de 25 a 30 dias. El fruto maduro adquiere un color marrén, y se puede
diferenciar perfectamente cada una de las capsulas en las que se localizan las
semillas de manera individual. En resumen, a partir del séptimo mes se empieza a

obtener frutos maduros (Gémez, 2004).




2.6 Cosechay postcosecha

Cosecha: se realiza entre los 3 a 4 meses después de iniciado la fructificacion, es
decir a los 5 0 6 meses establecido la plantacién en campo. Esta especie fructifica
durante todo el afio por lo tanto la cosecha debe realizarse de manera habitual. Se
debe observar de manera constante el cultivo para asi realizar la cosecha,
aproximadamente se debe estar realizando cada 15 dias, si no es asi se puede
presentar inconveniente ya que pueden suceder caidas de frutos al suelo

generando como resultado pérdidas.

Durante cada jornada de cosecha para evitar estas pérdidas, es recomendable
revisar la superficie del suelo bajo la planta y asi recolectar algunos frutos
maduros que hayan podido caer. Se recomienda cosechar aquellos frutos mas
proximos a alcanzar su madurez completa, pues si se dejan para la siguiente

jornada, podrian perderse (Gomez, 2004; Paitan, 2006).

Una de las desventajas en cuanto al comportamiento de la cosecha de este
cultivo, es que no hay una época definida de cosecha que permita programar esta
labor de manera convencional. El momento ideal para realizar la cosecha es el
momento soleado o0 que no haya niveles de precipitaciébn para asi cosechar la
semilla con la menor humedad posible.

Postcosecha: durante esta etapa, se realizan cuatro actividades que son, el

secado, el descascarado, almacenamiento y obtencion de la almendra.

Los frutos se cosechan con un alto nivel de humedad, por lo tanto se requiere una
actividad en la cual consiste principalmente en un periodo de secado, para evitar
gue las semillas se dafien por el exceso de humedad; ademas durante este
proceso se facilita la extraccion de la semilla. El almacenamiento de las semillas
pueden realizarse dentro de la capsula durante un tiempo, que posteriormente se

puede realizar el proceso de descascarada para la obtencion de la semilla.

Hay dos actividades principalmente durante el periodo de pos cosecha que son la
extraccion de la semilla de la capsula y la extraccion de la almendra. Estos dos
procesos requieren del disefio y evaluacion de prototipos mecanicos que vayan de

acuerdo con los volimenes de produccién a manejar. Durante este proceso es




importante tener claro que la extraccidbn se debe realizar solamente en los
momentos antes de utilizarla o procesarla; este momento de extraccion va a
depender de la utilizacion de la almendra, si la almendra se usa para proteina,

para aceite o para almendra entera (Perubiodiverso, 2009).

2.7 Usos y propiedades del cultivo de Sacha inchi
Tiene muchos usos, como: reductor del colesterol, aceite de mesa, de cocina, en
la industria para enriquecer con omega 3 los alimentos producidos industrialmente,

en la produccion de cosméticos, nutracéuticos y medicina (Wang et al., 2018).

Los aceites omega 3 son muy escasos en la naturaleza y son indispensables para
la vida y la salud, por lo que siempre deben estar presentes en la dieta. Sobre
todos el omega 3 alfa linolénico, debido a que el organismo no puede sintetizarlo a

partir de los alimentos que ingiere, se le denomina acido graso esencial linolénico.

Es de suma importancia el consumo de aceite omega 3 en la salud y alimentacion
debido a que previene y mantiene la salud, controla y reduce el colesterol,
fundamental en la formacion del tejido ocular, esencial en la formacion de la
estructura de las membranas celulares, mas de la mitad del cerebro contiene
omega 3, favorecen el incremento y la agilizacion de las diferentes funciones
cerebrales que se encuentran estrechamente ligadas a la memoria, la inteligencia
y el razonamiento. Transporta los nutrientes en el torrente sanguineo, favorece el
mejor funcionamiento del sistema digestivo y fortifica los huesos y el sistema 6seo
en general, contribuye a mantener el equilibrio del metabolismo, potencia las
funciones motoras del cuerpo y favorece los regimenes alimenticios para bajar de
peso (Sihuayro, 2013).

Propiedades

Las caracteristicas nutritivas de la semilla de Sacha inchi se caracteriza
principalmente por su alto contenido de proteina ya que este nivel oscila entre 25 y
27%, siendo los aminoacidos esenciales mas representativos la isoleucina (50 mg
g™, leucina (79 mg g™), lisina (72 mg g*), tirosina (58 mg g™), treonina (57 mg g°
1), valina (62 mg g™*), metionia mas cisteina (57 mg g™*) y finalanina mas tirosina
(67 mg g!) (Gutiérrez et al., 2011; Ramos, 2014). La calidad del aceite se debe a




su alto nivel acidos grasos insaturados ya que puede llegar hasta el 93,6% entre
los cuales el promedio de estos &cidos grasos se divide en alfa linoleico (omega 3)
con un 48,60 %, el linoleico (omega 6) con un 36,80% Yy el oleico (omega 9),
8,28% (Watanabe y Tatsuno, 2017).

2.8 Propagacion in vitro
Existen dos vias de regeneracibn o morfogénesis de plantas in vitro: la

organogénesis y la embriogénesis somatica.
Organogeénesis

La tecnologia de propagacién in vitro se basa en la aplicacion de las
potencialidades de los tejidos meristematicos para formar brotes, lo cual es
conocido como organogénesis. Este proceso se caracteriza por el desarrollo
unipolar del brote en condiciones apropiadas de luz, temperatura y balance de

nutrientes (Pérez, 1998).

El banco de donantes es el area destinada a conservar la semilla de fundacién en
su mas alto grado de pureza y durante todo su ciclo de desarrollo recibe
atenciones culturales especiales. El objetivo de este es garantizar el material
inicial del cual partira la produccion de semilla basica tradicional y para la

propagacion in vitro (Santana et al., 2014).

La propagaciéon via organogénesis consta de cinco fases (Pérez, 1998) que a

continuacion se describen:

Fase 0: Preparativa. En esta fase se incluye la seleccion de la planta donadora y
gue tengas buenas condiciones sanitarias. Se aplican tratamientos con fungicidas
y antibidticos para disminuir las concentraciones de patdgenos y otros
contaminantes. A partir de este momento, las tres fases siguientes se realizan en

condiciones asépticas.

Fase I: Establecimiento o iniciacion de los cultivos. El objetivo de esta fase es
establecer cultivos de tejidos viables hasta regenerar brotes in vitro que se

utilizardn en la fase siguiente. Esta fase constituye la etapa fundamental en la




propagacion in vitro, pues de ella depende su eficiencia o el posible mantenimiento

in vitro de las plantas, asi como la eliminacién de contaminaciones.

Fase II: Multiplicacion. Es considerada la fase mas importante del proceso donde
se debe de garantizar la estabilidad genética de los brotes in vitro producidos.

Fase Ill: Enraizamiento. Su objetivo es la formacion de las raices de los brotes in

vitro y prepararlos para pasar a condiciones de aclimatizacion ex vitro.

Fase IV: Aclimatizacion. Es la fase final del proceso y su meta es lograr plantas

listas para su trasplante definitivo a campos comerciales de produccion.

P. volubilis tiene un grado considerable de variacion morfoldgica y alta diversidad
genética entre diferentes poblaciones. Es una especie aldgama que generalmente
se propaga por semillas. Por tanto, su descendencia es heterogénea (Cachique et
al., 2018). Ademas, sus semillas tienen baja viabilidad de semilla, un menor tasa
de germinacion, menor resistencia a enfermedades y retraso enraizamiento de
plantulas (Solis et al., 2016). Propagacion vegetativa permite mantener el 100 %
de la identidad de los genotipos superiores, asegura la conservacion del
germoplasma y aumenta la ganancia genética en periodos cortos utilizando tanto
aditivos como no aditivos componentes de la varianza genética (Solis et al., 2019).
El método de propagacion asexual a través de esquejes ha limitado el
establecimiento de plantaciones comerciales porque los genotipos con las

caracteristicas deseadas no se pueden propagar en masa.

Una estrategia para superar estas limitaciones es el cultivo in vitro de tejidos. La
regeneracion in vitro ofrece una importante oportunidad para la propagacion
masiva y la mejora genética de las plantas. Se puede realizar en espacios
reducidos y lo hace posible mantener in vitro un grupo de plantas libres de
enfermedades.

2.9 Cultivo in vitro en Sacha inchi
Fase 0 6 preparativa

La Fase 0 0 Preparativa, es la fase inicial del proceso. Esta fase es indispensable

en el desarrollo de un esquema de propagacion in vitro y en la posterior calidad de




las plantas obtenidas del proceso biotecnologico. La misma incluye la seleccién de
plantas donantes y el establecimiento de un Banco de Donantes con reconocida
integridad genética, fisiologica y sanitaria de los cultivares comerciales y los
nuevos aprobados para su extensién e introduccién en la produccion (Thorpe,
2014).

Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se deben obtener
explantes con un nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado. Para obtener
estos es recomendable mantener a las plantas madre, es decir la planta donadora
de yemas, durante un periodo de tiempo que puede oscilar entre varios meses
hasta 2 aflos en un invernadero bajo condiciones semicontroladas. Esto permite
que las mismas se desarrollen en condiciones sanitarias Optimas, con un control
de la nutricién y riego adecuados que permita un crecimiento vigoroso Yy libre de

enfermedades (Noguera et al., 2013).

Actualmente las técnicas del cultivo in vitro, permite obtener, en corto tiempo, gran
namero de individuos idénticos, por lo que resulta indispensable iniciar la
propagacion con plantas madre o donadoras de tejidos libres de microorganismos

patégenos y altos rendimientos (Thorpe, 2014).

Se han desarrollado algunos estudios para la propagacion in vitro de P. volubilis.
Los tiempos de germinacién de las semillas han sido mas cortos en la germinacion
in vitro que en viveros. Sin embargo, algunos tiempos aun son largos (de la Rosa 'y
Quijada, 2013; Cardoso et al.,, 2018; Kodahl et al., 2018). Algunos estudios
utilizaron meristemos apicales obtenidos de plantas in vitro. Viegas-Rodrigues et
al. (2014) lograron la formacién de brotes pero, no informé la fase de
enraizamiento y Solis et al. (2018) también pudieron obtener resultados en las
fases de establecimiento, multiplicacion y enraizamiento pero, no llegé a la fase de

aclimatizaciéon ex vitro.

Bordignon et al. (2012) y Restrepo-Osorio et al. (2020) utilizaron diferentes
segmentos de hipocétilo y epicétilo de semillas germinadas in vitro para obtener
plantas. También, Millones y Vasquez (2008) y Thuy y Nhung (2019) utilizaron

segmentos de hipocétilo para la obtencién de brotes y el enraizamiento de estos.




Dong et al. (2016) emplearon hojas del cotiledon para obtener la regeneracion de
brotes, pero carecian de raices. Por su parte, Viegas-Rodrigues et al. (2014)
realizaron evaluacion en campo de plantulas regeneradas in vitro, lo que mostré
un aumento de la productividad y ausencia de variabilidad genética en

comparacion a las plantulas propagadas por semillas.

Los resultados mas altos de germinacion de semillas botanicas se obtuvieron en
medio de cultivo basal Murashige-Skoog (1962) completo, sin testa y temperatura
de 28°C. Algunos estudios han planteado la hipotesis de que las concentraciones
bajas de nutrientes facilitan la germinacion de embriones cig6ticos maduros
(Hesami et al., 2018). Sin embargo, esto no puede ser generalizado porque cada
especie tiene caracteristicas fisiologicas especificas. También, Cardoso et al.
(2018) solo obtuvieron un 70 % de germinacion de semillas en un medio de cultivo
MS completo, pero no eliminaron las cubiertas de las semillas; la germinacion
tomé 20 - 25 dias. Kodahl et al. (2018), quienes lograron 100 % de germinacion
cuando a la semilla le quitaron la testa y observaron la radicula emerger 7 dias
después del cultivo, mientras que Restrepo-Osorio et al. (2020) informaron 30
dias.

P. volubilis crece en bosques tropicales secos, donde un aumento en temperatura
puede desencadenar respuestas bioguimicas necesarias para germinacion.
Asimismo, segun Azcon y Talon (2008), el tipo de tegumento puede ser
responsable de controlar impermeabilidad y el movimiento o imbibicion del agua.
Ademas, la temperatura, la humedad del suelo y las condiciones de luz son los
factores mas importantes que determinan el final de latencia de semillas. La
ausencia de una cubierta en la semilla en gran medida favorece la germinacion, y
la actividad metabdlica es inmediatamente reactivada. Estas condiciones de
cultivo (sales MS, sin testa, 28 °C), permitié obtener 91,6 % de germinacion de las

semillas (Henao et al., 2021).

Los resultados positivos obtenidos para el desarrollo de yemas axilares con el uso
de la isopenteniladenina (2iP) 0,8 mg L™ y 6-furfurilaminopurina (Kinetina) 0,4 mg
L mostraron que se deben agregar citoquininas a medios de cultivo para
estimular el desarrollo de estas en P. volubilis. Se ha informado ampliamente que
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la proliferacion de yemas axilares en el cultivos in vitro se logré6 complementando
los medios de cultivo con citoquinina para evitar la dominancia apical y estimular la
brotacion de yemas (Gupta et al., 2020). Ademas, fue sefialado que bajas
concentraciones de citoquininas promueven la brotacion y disminuyen la formacion
de callos. Esto puede atribuirse a interacciones entre los contenidos de
reguladores del crecimiento exdgenos y endégenos en el tejido vegetal de las
plantas in vitro (Almeida et al., 2012).

Varios investigadores informaron sobre el empleo de reguladores del crecimiento
como la 6-bencilaminopurina (6-BAP) y acido indolbutirico (AIB) para brotes
principales de los segmentos del tallo en P. volubilis. Al respecto, Bordignon et al.
(2012) utilizaron segmentos de hipocétilo de explantes después de las nueve
semanas de cultivo in vitro con 0,5 mg L™ 6-BAP 0 1,0 mg L™ 6-BAP + 0,1 mg L™
de AIB, obtuvieron induccion de brotes. Ademas, Patthanajuck y Bunnag (2017)
obtuvieron induccién de brotes con segmentos de hipocétilo usando 1,0 mg L * de
6-BAP después de 4 semanas.

También, Thuy y Nhung (2019) regeneraron brotes in vitro con 1,0 mg L ™ de 6-
BAP + 0,1 mg L * AIB después de 4 semanas utilizando segmentos nodales entre
la primera y la segunda hoja, consideradas hojas maduras. Por otro lado, el
desarrollo de las yemas axilares se obtuvo en el estudio sin ninguna concentracion
de 6-BAP, pero hubo formacién de callos basal con este regulador del crecimiento
en el medio de cultivo. También, la induccion de yemas a partir de segmentos
nodales usando 2iP (0,8 mg L™) y Kinetina (0,4 mg L™) sin formacién de callos fue
informado por estos autores. En cambio, otros trabajos han utilizado el meristemo
apical como explante para la formacion de brotes in vitro. Al respecto Viegas-
Rodrigues et al. (2014) utilizaron 1,0 mg L™ 6-BAP durante seis semanas de
cultivo y Solis et al. (2018) 0,1 mg L "* 6-BAP y 0,05 mg L ™ 4cido naftalenacético
(ANA) para la brotacion de las yemas 15 dias después de colocado el explante en
el medio de cultivo.

2.9.1 Floroglucinol

En los dltimos afios se ha incrementado el empleo in vitro de otros reguladores del
crecimiento menos conocidos y algunos de origen natural (Machakova et al., 2008;
Terrero, 2010; Suarez et al., 2010). Varios de ellos mostraron su efecto positivo




sobre el crecimiento de callo, mayor efectividad en la formacion de raices
adventicias y mejoras generales en la fase de enraizamiento de las plantas in vitro
(Machakova et al., 2008).

El Floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenzeno o floroglucin), un producto de Ila
degradacion del floridcin, es un compuesto relativamente poco utilizado por sus
propiedades como promotor del crecimiento vegetal (Teixeira da Silva et al.,
2013). Sin embargo, tiene diversas aplicaciones en las industrias médica y
farmacéutica (Saddique et al., 2010; Stein et al., 2012).

Gur et al. (1988) demostraron la induccién de actividad morfogenética en manzana
(Malus domestica Borkh) debido a la accion de los productos resultantes de la
oxidacion de compuestos como el Floroglucinol y el floridcin. A su vez, ellos
detectaron que ambos inhibian la hiperhidricidad porque aparentemente
funcionaron como precursores en la sintesis de lignina.

En las plantas in vitro, el Floroglucinol incremento la formacion de raices (Bopana
y Saxena, 2009; Agud et al., 2010; Teixeria da Silva et al., 2013) y estimulo6 la
embriogénesis somatica (Reis et al., 2008; George et al., 2010). También, se
destaca en la recuperacion de protocormos de Dendrobium criopreservados
(Galdiano et al., 2012).

La busqueda de alternativas adecuadas a los protocolos actuales es uno de los
principales impulsores de la investigacion en cultivo de tejidos. Una forma de
mejorar diferentes aspectos de la organogénesis seria incluir una nueva sustancia
promotora del crecimiento, como por ejemplo el Floroglucinol para mejorar los
niveles de establecimiento, multiplicacion y eliminar la formacion del callo en la
base de los brotes in vitro.

2.10 Nanobiotecnologia

Los avances en nanotecnologia que se han integrado en la biologia han llevado al
surgimiento de una nueva y apasionante disciplina llamada nanobiotecnologia,
indicaron Razzaq et al. (2015). Las nanoparticulas (NP: 1-100 nm de didmetro)
son pequefas formas de material de origen natural o manufacturado cuyas
propiedades difieren notablemente de las de las respectivas formas a granel del

"mismo" material. Ciertas NP tienen usos diagnosticos y terapéuticos; algunas NP




muestran una toxicidad de dosis baja, mientras que otras muestran capacidad

para estimular respuestas adaptativas de dosis bajas segun Wang et al. (2016).

La contaminacion del tejido vegetal y del medio de cultivo es causada por
microorganismos, en su mayoria hongos y bacterias, que crecen rapidamente en
medios nutritivos. Los contaminantes microbianos en la base de la explantes y
alrededor de ellos son un gran problema. Alternativamente, se ha sugerido una
incorporacion de antibidticos y antimicoticos en los medios de cultivo para eliminar
contaminantes microbianos (Habiba et al., 2002). Sin embargo, el uso prolongado
de estos agentes puede provocar resistencia en los microorganismos.
Actualmente, las nanoparticulas de plata (NPs-Ag) han demostrado ser efectivas
en la inhibicion de agentes contaminantes (hongos, bacterias y virus) sin generar

resistencia indico Parzymies (2021).

Las NPsAg en el cultivo de tejidos vegetales son empleadas de la siguiente forma:
desinfeccion de explantes, esterilizacion de medios de cultivo, inhibir efectos de
etileno en algunas especies y eliminacion de virus in vitro. Sin embargo, la
informacion disponible sobre el tema es demasiado escasa para alcanzar algun
consenso sobre la nanotoxicidad y su mecanismo. Los resultados demostraron
gue las NPsAg presentan efecto microbicida en brotes in vitro de cafia de azlcar
(Saccharum spp.) en fase de multiplicacién Bello-Bello et al. (2017); stevia (Stevia
rebaudiana), vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) Spinoso-Castillo et al.
(2017) y Psidium friedrichsthalianum Andujar et al. (2020). Ademas, se emplearon
en la esterilizacion del medio de cultivo, para inhibir efectos de etileno y
recientemente. La utilizacién de estas tiene las siguientes ventajas: reduccion de
los gastos de operacion, disminucion de pérdidas por contaminacion y

saneamiento de las plantas in vitro.
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3. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarroll6 en las areas del Complejo Cientifico Productivo de
Biotecnologia del Instituto de Investigaciones de la Cafia de Azucar de Villa Clara
(UEB INICA Villa Clara). La misma esta ubicada en el Municipio de Ranchuelo,
provincia Villa Clara. Los experimentos se desarrollaron en el periodo

comprendido entre enero 2022 hasta junio de 2023.
Procedimientos generales
Esterilizacion del medio y frascos de cultivo e instrumental

Los medios, tubos y frascos de cultivos utilizados fueron esterilizados en autoclave
vertical a 121°C y 1,2 kg cm™ de presién. Los platos metalicos para el trabajo en la
cabina de flujo laminar, fueron esterilizados en la estufa a 180°C durante 2 h. El
instrumental (pinzas y bisturies), se desinfectd en un esterilizador eléctrico modelo
DENT-EQ (Alemania) que permanecié dentro de la camara de flujo laminar
horizontal, donde se realiz6 el manejo del material vegetal en condiciones de

esterilidad.
Condiciones de cultivo in vitro

De manera general los tubos y frascos de cultivo con los explantes, de todos los
experimentos se colocardn en camara de crecimiento climatizada a una
temperatura de 252 °C con luz solar, con un fotoperiodo de 12,5/11,5 h de
luz/oscuridad con un rango de densidad de Flujo de Fotones Fotosintéticos (DFFF)
entre 47,1 a 64,6 umol m? s™; medido con un luxémetro PCE-174 Instruments
(Espafna). En determinados epigrafes se especifican otras condiciones de cultivo
gue fueron empleadas.

3.1 Efecto del tipo de explante y medio de cultivo en el establecimiento in
vitro del Sacha inchi

El objetivos de estos experimentos fue evaluar diferentes tipos de explantes y
medios de cultivo para lograr obtener brotes o plantas in vitro de P. volubilis.




Material vegetal

Se emplearon frutos maduros e inmaduros de Sacha inchi que fueron donados por
el Centro de Investigaciones en Plantas Proteicas y Bioproductos (CIPB) “Sierra
Maestra”, perteneciente al Consejo de Ministro. Los mismos tuvieron entre 4-6

semillas por frutos.

3.1.1 Semillas maduras

Extraccion y desinfeccion

Las semillas fueron extraidas de los frutos con ayuda de una tijera de podar y
posteriormente se procedié a la desinfeccion de las mismas. En el laboratorio se
realizaron los diferentes pasos del procedimiento de desinfeccion. Lavado con
jabon liquido (detergente doméstico) adicionando de 3-5 mL por cada 250 mL de
agua durante 15 min, con la ayuda de un cepillo plastico y enjuagues posteriores

con agua para eliminar el mismo.

A continuacién y en el laboratorio se realizé una primera desinfeccion en
recipientes previamente esterilizados con etanol al 70% durante un minuto. En la
cabina de flujo laminar con el auxilio de una pinza estéril se eliminé el etanol y se
colocaron las semillas en una frasco con solucién de hipoclorito de sodio al 3,0%
(v/v) durante 30 min segun Restrepo-Osorio et al. (2020). Después, tres enjuagues
con agua desmineralizad estéril. Las semillas maduras fueron colocadas en un

frasco de cultivo estéril con una solucién de 100 mg L™ de &cido ascérbico.

Medios de cultivo

El medio de cultivo basal estuvo compuesto por las sales Murashige-Skoog (1962)
(MS) al 50% de su concentracion y como gelificante agarE (BIOCEN, Cuba) a5 g
L. Los tratamientos fueron un medio de cultivo sin sacarosa y otro con 20 g L™
del reactivo. El pH se ajusté a 5,4 con NaOH (1,0 N) y HCI (1,0 N) previo a la

esterilizacion.




Se emplearon 25 tubos de cultivo de vidrio de un tamafio de 16 x 2 cm, con 10 mL
de medio de cultivo por tratamiento. Los mismos con las semillas desinfectadas
fueron colocados en camara de cultivo en condiciones de oscuridad total y una
temperatura de 22+2°C hasta que sali6 la radicula. Posteriormente fueron
cultivadas en condiciones de luz, segun lo descrito en procedimientos generales.

3.1.2 Semillas inmaduras

Una vez extraidas las semillas de los frutos inmaduros (verdes) (figura 1A), los
pasos siguientes para la desinfeccion fueron los mismos que en el epigrafe 3.1.1.
En la cabina de flujo laminar con el auxilio de una pinza estéril se eliminé la testa
gue cubre la semilla para extraer el endospermo con el embrién cigético, los que
fueron colocados en tubos de cultivo iguales a los anteriormente sefialados
(Figura 1B).

Figura 1. Material vegetal utilizado para la obtencién de plantas in vitro de Sacha inchi (P.
volubilis L.). (A) Frutos inmaduros. (B) Endospermo de semillas inmaduras in vitro sin la
testa.

Medios de cultivo

El medio de cultivo basal estuvo compuesto por las sales Murashige-Skoog (1962)
(MS), vitaminas Heinz y Mee (1969) al 100% de sus concentraciones, carbon
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activado 2 g L™ y como gelificante agarE (BIOCEN, Cuba) a 5 g L™. Los
tratamientos fueron un medio de cultivo con agua de coco 100 mL L™ y otro sin
este endospermo liquido. El pH se ajusté a 5,4 con NaOH (1,0 N) y HCI (1,0 N)

previo a la esterilizacion.

Se emplearon 25 tubos de cultivo de vidrio de un tamaifio de 16 x 2 cm, con 10 mL
de medio de cultivo por tratamiento. Estos con las semillas inmaduras
desinfectadas fueron colocados en camara de cultivo en condiciones de oscuridad
total y una temperatura de 22+2,0 °C hasta que sali6 la radicula. Posteriormente
fueron cultivadas en condiciones de luz, segun lo descrito en procedimientos

generales.

Evaluaciones

En ambos experimentos se evaluaron las siguientes variables:

A los 15 dias de cultivo: nimero de semillas contaminadas con bacterias y

hongos, asi como oxidacion fendlica o amarronamiento.

A los 60 dias de cultivo: el nimero de semillas vivas, nimero de semillas muertas

y numero de semillas que germinaron (%).

3.1.3 Segmentos nodales

3.1.3.1 Plantas madres en condiciones semicontroladas de cultivo.

Las semillas maduras fueron sembradas en tubetes de plasticos de color negro
(tamafio de 15,0 cm x 4,0 cm) con una mezcla de compost de cachaza y zeolita
(3:1) para la obtencion de las posturas. El riego fue por aspersion durante 3 veces
al dia con una duracion de 10 min. Una vez germinadas las semillas y crecidas las
plantas, a los 85-90 dias de cultivo con una altura entre 25-30 cm, estas fueron
llevadas al Banco de donante semicontrolado para su crecimiento y desarrollo con
el objetivo de obtener plantas madres.

Banco de Donantes semicontrolado

El mismo esta ubicado en las areas de la propia UEB INICA Villa Clara. El mismo

estuvo constituido por una estructura metélica de hierro galvanizado, cubierta con




material plastico (flme de polietileno) transparente (Rafia). La altura de la
estructura 4,00 m en la parte alta y 2,20 m la baja. Por encima del mismo se
encuentra una malla semisombra de 50% (Saran) para reducir la intensidad
luminica y evitar qguemaduras en las hojas por temperaturas muy altas dentro del
banco de donante. Ademas, fueron cubiertos sus lados con una malla plastica
antiafidos. Todo el piso fue cubierto con zeolita.

Se utilizaron para plantacién de las posturas (8 en total) tanques de plastico con
una capa de grava en el fondo y rellenos con una mezcla de compost de cachaza
y zeolita 3:1 (v/v) para un volumen de 20 m®. Ademaés de proteccién fitosanitaria
con badén para los pies y un lavamanos con formol o hipoclorito de sodio al 0,1%.
El riego fue por microaspersores, con una frecuencia de dos veces por dia, sobre

todo en el horario del medio dia y la tarde cuando las temperaturas son mas altas.

Como el Sacha inchi es una planta de crecimiento indeterminado se le coloco a
cada planta un tutor de cafia energética (cultivar C90-176) previamente cortado,
secado al sol durante 15 dias y eliminadas las yemas axilares. Al alcanzar las
plantas una altura mayor de 1,50 m, se procedi6é a colocar dos alambres de forma
transversal a las mismas para orientar su crecimiento. Previamente se la habia
realizado una pota de la yema apical, lo cual provocd la brotacion y crecimiento de
las yemas laterales. Esto permitid que a las nuevas ramas con los brotes le fueran
también orientados su crecimiento en los alambres colocados para tal fin (Figura
2).

A las plantas madres de Sacha inchi se les realizaron pretratamientos con
diferentes productos. Estos fueron FitoMas-E®, (ICIDCA, Cuba) 1,0 mL L™,
fertilizante foliar Bayfolan forte®, (Bayer Crop Science, Alemania) 2,0 mL L™y
fungicida sistémico Regnum® 0,65 mL L* (BASF, Alemania) por mochila
respectivamente. Una vez por semana, durante los primeros tres meses le fueron
aplicados, con mochila de aspersion (Matabi, Espafia) de 16 L de capacidad, con
boquilla de inundacién (flood—jet) Lurmark AN 2,5 con una presion de 1,5 a 2,0
bar, segun los parametros técnicos de la misma. A partir de los 4 meses se le
realizaron aplicaciones foliares de urea (10 g L™) cada 15 dias. Todo esto para




poder contar con un material vegetal con una mayor calidad sanitaria y fisioldgica,

para lograr una mejor respuesta en la fase de establecimiento in vitro.

Figura 2. Plantas madres de Sacha inchi (P. volubilis L.) a los seis meses de edad, en el
Banco de Donantes semicontrolado utilizadas para la toma de los segmentos nodales
para el establecimiento in vitro.

Condiciones de limpieza y prevencidon de enfermedades

Todas las herramientas y material de trabajo (tijeras de podar, cuchillos, rastrillo
manual, regaderas, mochila de fumigacién) fueron utilizados solo para esta area
de trabajo para evitar contaminacion con microorganismos patdégenos. En el
momento de la toma de los tallos para el establecimiento in vitro posterior en el
laboratorio se empled una tijera de podar previamente desinfectada y antes de
usarlo en la préoxima planta se volvio a desinfectar con etanol al 70%.
Semanalmente las hojas secas y restos de ellas fueron eliminados para garantizar

una mayor sanidad.
Condiciones de cultivo del Banco de donantes semicontrolado

Densidad de Flujo de Fotones Fotosintéticos (DFFF), en un rango de 209,4 a 1036
pmol m? s™, medido con el auxilio de un luxémetro digital (modelo Multimetrix LM

76, E.U.A). Los valores de Humedad Relativa (HR) fueron una minima de 49,5% y




una maxima de 81,9%. La temperatura presenté valores de una minima de 27,1°C
y una maxima de 39°C, utilizando un termohigrometro (modelo Ebro Electronic®
TFH 620, EUA).

Seleccion de los explantes de partida

De las plantas madres fueron seleccionadas ramas jévenes en pleno crecimiento
con cuatro a seis meses de edad en Banco de Donantes. La toma de los explantes
(segmentos nodales) fue realizada en horas tempranas de la mafiana. Para el
corte se tuvo en cuenta que los segmentos nodales utlizados fueran los
comprendidos entre el primer y quinto par de hojas a partir de la yema apical, con
un grosor no superior a 0,2 cm. Se les eliminaron las hojas y se dej6 solo un
pequefno fragmento del peciolo de 3-5 mm. Todo esto empleando una tijera de
podar. Para el traslado al laboratorio los explantes una vez cortados fueron

colocados en frascos de cultivo cerrados con agua destilada.

En el laboratorio se realizaron los diferentes pasos del procedimiento de
desinfeccion. Lavado con agua bajo la llave durante una hora. Lavado con
detergente doméstico liquido adicionando de 3-5 ml por cada 250 ml de agua. Se
realiz6 el lavado durante 30 minutos en agitacion, empleando un agitador

magnético y enjuague posteriormente con agua para eliminar el detergente.

Posteriormente los segmentos nodales fueron individualizados con ayuda de una
tijera de podar o bisturi. Después se realiz6 una primera desinfeccion de los
segmentos nodales individuales en recipientes previamente esterilizados y con
etanol al 70% durante 30 segundos con agitacion manual. A continuacién se
elimind el etanol dentro de la cabina de flujo laminar con el auxilio de una pinza

estéril.
Experimento |

Para la etapa final del proceso de desinfeccion los segmentos nodales fueron
colocados en una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO). Se evaluaron ocho
tratamientos 1,0; 1,5 2,0 y 25% (v/v) de NaClO, durante dos tiempos de

exposicion al desinfectante de 15y 20 min en agitacion, segun INIA (2017).




Después de la desinfeccion con hipoclorito de sodio, fueron realizados tres
enjuagues en la cabina de flujo laminar, con agua destilada estéril. Los segmentos
nodales después de desinfectados fueron colocados en una solucion estéril de
acido ascorbico a una concentracién de 100 mg L, la cual fue autoclaveada con

anterioridad.

Una vez realizada la desinfeccion de los segmentos nodales se siguieron los
siguientes pasos para el establecimiento de los explantes, en la cabina de flujo
laminar. Se redujo el tamafio del explante a 2,0-2,5 cm aproximadamente. Para
este procedimiento, se eliminaron ambos extremos del segmento porque en esa
zona hay un mayor dafio del desinfectante. A continuacion se introdujeron los
segmentos nodales en los tubos de cultivo de vidrio de un tamafio de 16 x 2 cm,
con 2 mL de una solucién de 10 g L™ de sacarosa con agua desmineralizadas
para evaluar la contaminacion microbiana. Los tubos fueron tapados con laminas

de aluminio de 0,2 pM.
Experimento Il

A partir de los resultados del primer experimento se realiz6 el presente
experimento. Se evalud el efecto de un mayor tiempo de exposicion al NaClO. Se
establecieron dos tratamientos, mayor tiempo de exposicién de los segmentos
nodales al NaClO (30 minutos) y un segundo tratamiento con una doble
desinfeccion con hipoclorito de sodio (primero durante 20 minutos y después del

etanol al 70% otra con igual concentracién durante 30 minutos.
Experimento llI

Tomando como base los resultados del experimento anterior se disefié este. El
mismo tuvo como objetivo de evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata en la

etapa final del proceso de desinfeccion de los segmentos nodales.
Nanoparticulas de Plata (NPs-AQ).

Fueron sintetizadas en el Centro de Estudios Avanzados (CEA) del Ministerio de

Ciencia y Tecnologia, La Habana, Cuba. Las nanoparticulas eran de forma




esférica, disueltas en agua destilada, con un diametro hidrodindmico promedio de

63,54 nm y con un potencial zeta (mV) -39,1.

Los pasos de la desinfeccion fueron los mismos de los experimentos anteriores

hasta etanol al 70%. A partir de este paso se estudiaron dos tratamientos:

1.-Concentracion de NaClO del experimento Il + la adicion de NPs-Ag (300 mg L~

1y al medio de cultivo.

2.- Doble desinfeccién con hipoclorito de sodio (NaClO) primero durante 20 min y

después del etanol al 70% otra con igual concentracion durante 30 min (Control).

Todos los tubos de cultivo de vidrio con los segmentos nodales de los tres
experimentos fueron colocados bajo condiciones de oscuridad total a una
temperatura de 24 + 2,0°C durante una semana. Posteriormente se colocaron en
camara de crecimiento en las condiciones de cultivos sefialadas en
procedimientos generales. Se utilizaron 25 tubos de cultivo como repeticiones por

tratamiento con un segmento nodal en cada uno.

Las evaluaciones se realizaron a los 15 dias de cultivo para las variables niumero
de segmentos nodales contaminados y con oxidacion fendlica o amarronamiento y
a los 45 dias de cultivo para las siguientes variables: nimero de segmentos

nodales vivos, muertos y brotados. Los datos fueron convertidos a porcentaje.

3.2 Multiplicacion in vitro de Sacha inchi

Las plantas in vitro obtenidas del mejor explante les fueron cortadas las raices y
la zona apical fue colocada en el medios de cultivo de multiplicacién para el Sacha
inchi segun INIA (2017). Se conformaron dos tratamientos, con y sin la presencia
del floroglucinol. Los medios de cultivos estudiados fueron los siguientes:

Medio de cultivo

a) Medio de cultivo basal compuesto por las sales (MS) al 100%, vitaminas Heinz
y Mee (1969), 20 g L™ de sacarosa, 100 mL L™ de agua de coco, 1,0 mg L™ 6-
bencilamino purina (6-BP), 0,5 mg L™ de &cido naftalen acético (ANA), 2 g L™ de
carbén activado y gelificado con 6 g L™ de agarE (BIOCEN, Cuba), modificado
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segun INIA (2017). El pH se ajust6 a 5,4 con NaOH (1,0 N) y HCI (1,0 N) previo a

la esterilizacioén.

b) Medio de cultivo basal compuesto por las sales (MS) al 100%, vitaminas Heinz
y Mee (1969), 20 g L™ de sacarosa, 100 mL L™ de agua de coco, 0,5 mg L™ 6-
bencilamino purina (6-BP), 0,1 mg L™ de &cido naftalen acético (ANA), 2 g L™ de
carbén activado, 30 mg L™* de floroglucinol y gelificado con 6 g L™ de agarE
(BIOCEN, Cuba. El pH se ajusté a 5,4 con NaOH (1,0 N) y HCI (1,0 N) previo a la

esterilizacion.

Los explantes fueron colocados en frascos de cultivo de vidrio de 250 mL de
volumen total con 30 mL de ambos medios de cultivo. Se colocaron 3 explantes
por frasco, para un total de 30 por tratamientos. Los frascos fueron tapados con
papel de aluminio doble.

En todos los tratamientos se evaluaran las siguientes variables:
A los 30 dias de cultivo se evaluaron las siguientes variables:

v’ altura (cm),

v coeficiente de multiplicacion (nGmero de segmentos nodales por brote)
v" numero de hojas
v

formacion de callo basal (%)

Andlisis estadistico

El disefio experimental para todos los experimentos fue completamente
aleatorizado. En el andlisis de la normalidad de las variables se utiliz6 la prueba de
Shapiro Wilk y la homogeneidad de varianza por Levene. Se utilizd el Paquete
Estadistico SPSS version 23,0 del 2015 para Windows (IBM, 2013) y STATISTICA
version 12.0 para la variable expresada en porcentaje, la diferencia entre los
valores se determiné mediante la prueba de comparacion de proporciones para
dos muestras. Para la comparacion entre las medias se aplic6 un Andlisis de

varianza (ANOVA simple) y la diferencia entre las medias se determind por la




prueba de Tukey. En todos los casos las diferencias significativas fueron

establecidas para p<0,05. Todos los experimentos fueron repetidos dos veces.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efecto del tipo de explante y medios de cultivo en el establecimiento in
vitro del Sacha inchi

4.1.1 Semillas maduras

Los resultados alcanzados con el protocolo de desinfeccion para las semillas
maduras fueron positivos. Se obtuvieron muy bajos porcentajes de contaminacion por
microorganismos, solo bacterias y con porcentajes bajos (15,6 a 12,8%). Sin
embargo, el porcentaje de germinacion fue nulo en el medio de cultivo sin sacarosa y
muy bajo con la presencia de este carbohidrato. Solo en esta concentracion a los 60

dias de cultivo se logré la germinacién de dos semillas, un 8,0% del total (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de la sacarosa en el medio de cultivo sobre la germinacién in vitro de
semillas maduras de Sacha inchi (P. volubilis L.) a los 15 y 60 dias de cultivo.

Sacarosa Soluciéon Tiempo Oxidacion Contaminacion (%) Muertas Vivas Germina
(gL™ NaClO  (min.) (%) Bacterias Hongos Total (%) (%) cién
(Viv) (%) (%)
0,0 3,0 30 0 15,6 a 0 156 a 0,0 100a 0,0b
20,0 3,0 30 0 128a 0 128a 0,0 100a 8,0a

Porcentajes con letras distintas en una misma columna difieren significativamente para p<0,05 segun

la Prueba de proporciones (n=50)

Estos resultados pudieron ser debido a que las semillas fueron colocadas in vitro
completas, sin la eliminacién de la testa, lo que hizo que el proceso de dormancia y
germinacion por la accion de factores externos (agua, humedad, oscuridad) no
tuvieron un efecto en estos para las semillas de Sacha inchi. Al respecto, Obdulio
(2007), Restrepo-Osorio et al. (2020) y Henao et al. (2021) sefialaron la necesidad
de eliminar la testa de las semillas en esta especie para garantizar adecuados
porcentajes de germinacion. Todos estos autores utilizaron en el protocolo de
desinfeccion la combinacion de etanol al 70% e hipoclorito de sodio entre 2,0 y 3,0%




con tiempos de 20 a 30 min. Los resultados alcanzados en el presenta trabajo

apoyan lo informados por estos autores.

4.1.2 Semillas inmaduras

Al emplear semillas inmaduras a las cuales se les eliminé la cubierta (testa) se
obtuvieron resultados superiores que al utilizar semillas maduras completas. Se
alcanzo un 66,8 % de germinacion a los 60 dias de cultivo y un 88,0 % de semillas

vivas cuando en el medio de cultivo se le adicioné el agua de coco (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto del agua de coco en el medio de cultivo sobre la germinacion in vitro de
semillas inmaduras sin cubierta de Sacha inchi (P. volubilis L.) a los 15 y 60 dias de
cultivo.

Agua de Soluciébn Tiempo Oxidacion Contaminacion (%) Muertas Vivas Germina
coco NaClO  (min.) (%) Bacterias Hongos Total (%) (%) cién
(mLLY)  (vIv) (%) (%)
0 3,0 30 0 19,6 0 19,6 a 80 920a 184b
100 3,0 30 0 16,5 0 1666a 120 880a 66,8a

Porcentajes con letras distintas en una misma columna difieren significativamente para p<0,05 segun

la Prueba de proporciones (n=50)

La combinacion de la eliminacion de la testa a las semillas inmaduras y la presencia
del agua de coco en el medio de cultivo permitid alcanzar altos porcentajes de
germinacion en las semillas de Sacha inchi (Figura 3). El empleo del agua de coco en
los medios de cultivo constituye uno de los compuestos naturales que se le
adicionan al mismo en la regeneracion de plantas tanto via organogénesis como

embriogénesis somatica (Gémez, 1998).




Figura 3. Germinacion in vitro de semillas inmaduras sin testa de Sacha inchi (P. volubilis
L.) (A). Inicio de la emision de la radicula a los 10 dias de cultivo. (B) Crecimiento de las
raices y el hipocétilo a los 15 dias de cultivo. (C) Planta completa in vitro obtenida a los 60
dias de cultivo

El agua de coco contiene diversidad de hormonas con accidén citoquinina, por
ejemplo, del tipo isoprenoide, las cuales estan implicadas en el proceso de divisién
celular, y aromaticas, implicadas en procesos posgerminativos (Del Pozo et al.,
2005). El efecto de las citoquininas contenidas en el agua de coco, especialmente
las de tipo isoprenoide, podria tener una implicacion en la regulacién del ciclo celular,
por su efecto sobre la sintesis de DNA y a través de su efecto sobre la elongacién de
la célula, procesos claves durante la germinacion. Igualmente, estas hormonas han
sido implicadas en procesos de diferenciacion, condicién inherente al desarrollo de
una plantula a partir del embrién, lo que apoya aun mas, su efecto promotor en la

germinacion.

La adicion de agua de coco podria bastar para suplir a la semilla con niveles vy tipos
adecuados de estas hormonas, que permitan romper la latencia observada en
semillas bajo condiciones naturales. Al respecto, INIA (2017) propone en el protocolo
para la germinacion de embriones cigoticos de semillas inmaduras la adicion de 100
mL de agua de coco en el medio de cultivo. Los resultados de la presente

investigacion apoyan lo informado.




También, Ovalles et al. (2002) sefialaron que el agua de coco (Cocos nucifera L) es
rica en nutrientes y su composicion especifica depende de la madurez del fruto, a
menor madurez mayor concentracion de nutrientes (Munro-Olmos et al., 2005). El
agua de coco contiene citoquinina, como se ha informado anteriormente,que entre
otras funciones promueve la ruptura de la dormancia y la germinacioén de semillas al
estimular la elongacion de las células de los cotiledones en respuesta a la luz (Taiz y
Zeiger, 1998, Del Pozo et al.,, 2005).0tros autores, como Bertolini et al. (2013)
informaron el uso del agua de coco para la germinacion in vitro de semillas de la
especie Rhynchostele bictoniensis (Bateman). También, en esta especie Soto y

Salazar (2013), alcanzaron porcentajes de germinacién superiores al 70%.

Por otra parte, Quinto et al. (2009) en las especies forestales caoba (Swietenia
macrophylla King), cedro (Cedrela odorata L.) y roble (Tabebuia rosea (Bertol) DC) y
Patifio et al. (2011) en la especie hierba de la equis (Dracontium grayumianum)
plantearon el uso de agua de coco como agente promotor de la germinaciéon de
semillas en condiciones ex vitro con alto nivel de latencia una alternativa adicional,
altamente eficaz y de bajo costo, para ser utilizado en estrategias de propagacion
vegetal de especies con semillas de latencia profunda. Las semillas no sometidas a
los tratamientos inductores fueron incapaces de germinar, pero la inmersién en agua
de coco tuvo efectos notables, produciendo un porcentaje de germinacion superior al
50%.

4.1.3 Segmentos nodales

Experimento |

Los resultados alcanzados en el primer experimento con segmentos nodales con el
protocolo de desinfecciébn empleado y distintas concentraciones de hipoclorito fueron
nulos. En los tratamientos con las concentraciones mas bajas de NaClO se observo
la presencia de contaminacion por hongos. Sin embargo, a partir de 1,5% y 20 min y
en el resto de los tratamientos evaluados hubo solo contaminacion por bacterias, lo
cual demuestra la efectividad del pretratamiento a las plantas madres con el fungicida




sistémico (Regnum®), dos semanas previas a la toma de los segmentos nodales. No
obstante, es necesario sefialar que los valores de contaminacion por estos

microorganismos fueron altos para un protocolo de desinfeccion (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de las concentraciones de Hipoclorito de Sodio en la desinfecciéon de
segmentos nodales de Sacha inchi (P. volubilis L.) a los 15 dias de cultivo.

Solucién  Tiempo  Oxidacién Contaminacioén (%) Muertos  Vivos
NaClO (min.) (%) Bacterias Hongos Total (%) (%)
(VIv) (%)
1,0 15 0 95,8 5,2 100 0 100
1,0 20 0 97,7 2,3 100 0 100
15 15 0 97,8 2,2 100 0 100
15 20 0 100 0 100 0 100
2,0 15 0 100 0 100 34 96,6
2,0 20 0 100 0 100 4,1 95,9
2,5 15 0 100 0 100 4,4 95,6
2,5 20 0 100 0 100 4,7 95,3

Al respecto, Solis et al. (2018) informaron alcanzar éxitos en el establecimiento in
vitro utilizando como explante yemas apicales de plantas cultivadas en invernadero.
También, como parte del proceso de desinfeccion el uso del hipoclorito de sodio al
1,0% durante 10 min.

Los resultados informados en el presente trabajo difieren con los informados por
estos autores. Sin embargo, es importante destacar que extrajeron meristemos a las
yemas una vez desinfectadas, lo cual pudo reducir ampliamente los porcentajes de

contaminacion, al trabajar con tejido muy pequefio (menor a 1 mm).

Segun Guevara et al. (2016) el establecimiento de plantas lefiosas en cultivo in vitro
es un paso dificil. La desinfeccion de los explantes es un paso esencial para el éxito
del cultivo in vitro. La contaminacion puede originarse por contaminantes que vienen
adheridos a la superficie del explante o por fallas en los procedimientos de

laboratorio. El mantenimiento de plantas donadoras bajo condiciones de invernadero




0 vivero y pretratdndolas con sustancias antimicrobianas disminuyen los procesos de

infeccion (Cassells, 2012).

Experimento Il
Se obtuvieron los mismos resultados del experimento anterior, a pesar de la doble
desinfeccion con el hipoclorito de sodio en el tratamiento 2. De nuevo fue imposible

eliminar las bacterias con el protocolo de desinfeccion empleado (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de la exposicion de los segmentos nodales de Sacha inchi (P. volubilis L.)
al Hipoclorito de Sodio a los 15 dias de cultivo.

Solucién Tiempo Solucion Tiempo Oxidacién Contaminacion (%) Muertos  Vivos
NaClO (min) NaClO (min) (%) Bacterias Hongos Total (%) (%)
(VIv) (%) (VIv) (%)
2,5 30 - - 0 100 0 100 a 0 100
2,5 20 2,5 30 0 100 0 100 a 10 90,0

Porcentajes con letras distintas en una misma columna difieren significativamente para p<0,05
segun la Prueba de proporciones (n=50)

El hipoclorito de sodio ha sido utilizado tradicionalmente solo o en combinacion con
otros desinfectantes en la desinfeccion de los materiales vegetales a establecer in
vitro, por su alto potencial redox 1,36 eV (Clavo et al., 2007). En cada protocolo para
el establecimiento de especies vegetal es necesario ajustar la concentraciéon y el
tiempo de exposicion al mismo. Por lo general se han usado concentraciones desde
1,0 a 6,0% en dependencia de las caracteristicas morfolégicas e higiénica del

material vegetal a establecer (Janse, 2007).

Experimento Il

Los mejores resultados se alcanzaron en el tratamiento con la presencia de las
nanoparticulas de plata (NPs-Ag) en el medio de cultivo, a pesar de la doble
desinfeccion con el hipoclorito de sodio en el tratamiento 2. De nuevo fue imposible
eliminar las bacterias por el protocolo empleado (Tabla 5). No se observaron efecto
toxico de las NPs-Ag a la concentracidon empleada sobre los segmentos nodales

cultivos in vitro.




Tabla 5. Efecto de la exposicion de los segmentos nodales de Sacha inchi (P. volubilis L.)
a la mezcla de hipoclorito de sodio y NPs-Ag a los 15 dias de cultivo.

Solucién Tiempo Solucion Tiempo Oxidacién Contaminacion (%) Muertos  Vivos
NaClO (min) NaClO (min) (%) Bacteria Hongo  Total (%) (%)
(VIv) (%) (VIv) (%)
*2,5 20 - - 0 350a 4,5 395a 0 100
2,5 20 2,5 30 0 910b 9,0 100 b 20 80

*300 mg L™ de NPs-Ag en el medio de cultivo

Porcentajes con letras distintas en una misma columna difieren significativamente para p<0,05
segun la Prueba de proporciones (n=50)

Segun informd Parzymies (2021) las NPs-Ag proporcionan un area de superficie
extremadamente grande lo que permitié un mejor contacto con las bacterias. Estas
NPs-Ag se adhieren a la membrana celular y penetran facilmente dentro de las
bacterias.

Actualmente, las nanoparticulas de plata (NPs-Ag) han demostrado ser efectivas
en la inhibicibn de agentes contaminantes (bacterias y hongos) sin generar
resistencia (Arab et al., 2014; Kim et al., 2017; Parzymies, 2021). Estos resultados
constituyen el primer informe, hasta el momento del uso de NPs-Ag como parte del

protocolo de desinfeccion de segmentos nodales de Sacha inchi.

También, Pal et al. (2007) sefalaron que la forma de la nanoparticula también influye
en la toxicidad de las mismas. Se comprobé que las formas de triangulo truncado son
mas toxicas que las formas esféricas y alargadas, ya que contienen mas caras y por

tanto son mas reactivas. Siendo las esféricas las que presentan menor toxicidad.

Segun sefalaron Manh et al. (2021) la utilizacion de las NPs-Ag para controlar la
contaminacion por microorganismos, asi como la estimulacion del crecimiento.
También, Kim etal. (2017) emplearon nanoparticulas de plata (NPs-Ag), para
controlar la contaminacion bacteriana en Valeriana officinalis. Por otro lado Mahna et
al. (2013) refirieron al efecto del tratamiento con NPs-Ag en la desinfeccion de la
superficie de semillas de Arabidopsis, hojas de papa (Solanum tuberosum L.) y
cotiledones de tomate (Solanum lycopersicum). También, se observé que la adicidén

de NPs-Ag en el medio de cultivo para explantes de olivo (Olea europaea) controlé




adecuadamente los contaminantes internos y no presento efectos negativos en los

mismos como muerte o problemas en el crecimiento.

4.2 Multiplicacion in vitro de Sacha inchi

La combinacion de los reguladores del crecimiento a las concentraciones evaluadas
con la presencia del floroglucinol (30,0 mg L™) en el medio de cultivo, permiti6
alcanzar valores aceptables para la fase de multiplicacion in vitro de P.volubilis (Tabla
6). Importante destacar que la presencia de este fenol en el medio de cultivo evité la
formacion del callo basal en los brotes de Sacha inchi. Uno de los problemas que se
presentan en los protocolos de propagacién in vitro de especies lefiosas y en
especifico en P.volubilis (INIA, 2017).

Tabla 6. Efecto del floroglucinol en el medio de cultivo para la multiplicacion in vitro de
brotes apicales de plantas in vitro de Sacha inchi (P. volubilis L.) obtenidas de semillas
inmaduras a los 30 dias de cultivo.

6 BAP  ANA Floroglucinol Altura Presenciade Numero Coeficiente de
(mgLY) (mgLY) (mglL? (cm) callobasal dehojas Multiplicacion
(%)
0,5 0,1 0,0 46 Db 100 b 25a 1,90b
0,5 0,1 30,0 6,4 a 0,0a 30a 2,25 a

Medias con letras no comunes dentro de la misma columna difieren estadisticamente segun prueba

de Tukey y de proporciones para el caso del porcentaje para p<0,05 (n=60)

La mezcla de 0,5 mg L™ de 6-BAP y 0,1 mg L™ de ANA permitié lograr un mayor
crecimiento de los brotes, lo cual tuvo un efecto positivo en la multiplicacion a partir
de las yemas laterales, con un coeficiente de 2,25 para un primer subcultivo en esta
fase de la propagacion in vitro (Figura 4). Al respecto, Solis et al. (2018) informaron
iguales resultados con igual combinacion y concentraciones de reguladores del

crecimiento, pero utilizando como material inicial meristemos.




Figura 4. Multiplicacion in vitro de los apices obtenidos de la zona apical de plantas in vitro
de semillas inmaduras de Sacha inchi (P. volubilis L.) a los 30 dias de cultivo.

Bordignon et al. (2012) refirieron el efecto positivo del 6-BAP en la formacion de
brotes de Sacha inchi y otras especies de la familia Euphorbiaceae, tales como
Phyllanthus caroliniensis Walter (Catapan et al., 2000). Varios autores también
sefialaron la combinacion de estos dos reguladores del crecimiento para la
propagacion in vitro del Sacha inchi via organogénesis. Tanto a partir de semillas
como segmentos nodales y yemas apicales (Obdulio, 2007; INIA, 2017; Solis et al.,
2018; Restrepo-Osorio et al., 2020; Henao et al., 2021).

También, en el cultivo in vitro ha sido demostrado su efecto positivo en la
lignificacion (Ross y Castillo, 2010), en la reduccién de los procesos de
hiperhidricidad (Ross y Grasso, 2010) y en la no formacién de callos en la base de
los brotes en especies lefiosas (Teixeira da Silva et al., 2013; Posada-Pérez et al.,
2016).

El presente trabajo constituye el primer informe hasta el momento, de la no
formacion del callo en la base de los brotes de P.volubilis al utilizar en el medio de
cultivo el regulador del crecimiento floroglucinol. EIl mismo es un producto de la
degradacion del floridcin y precursor de la ruta de biosintesis de la lignina.




Compuesto fendlico relativamente poco utilizado por sus propiedades como

promotor del crecimiento vegetal (Teixeira da Silva et al., 2013).




Conclusiones



5. CONCLUSIONES

1. Fue posible alcanzar la germinacion in vitro de las semillas inmaduras sin testa de
Sacha inchi en un medio de cultivo con agua de coco. Asi como, un alto porcentaje
de segmentos nodales libres de contaminantes con la presencia de las NPs-Ag en el

medio de cultivo.

2. La combinacion de los reguladores del crecimiento 6-BAP y ANA junto con el
floroglucinol permite la multiplicacion in vitro y sin formacion de callo basal en los

brotes apicales obtenidos de plantas de semillas inmaduras.




Recomendaciones



6. RECOMENDACIONES

1.-Emplear semillas inmaduras sin la testa como una via alternativa para el
establecimiento in vitro de Sacha inchi.

2.-Evaluar la brotacion y crecimiento de las yemas de los segmentos nodales en
presencia de las NP-Ag en el medio de cultivo de establecimiento.

3.-Continuar estudiando el efecto del floroglucinol en siguientes subcultivos de
multiplicacion in vitro.
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