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RESUMEN

Sophora toromiro es un arbol pequefio endémico de la Isla de Pascua, que se encuentra
extinto en su distribuciéon natural. Actualmente la especie ha sobrevivido bajo cultivo en
diversos jardines botanicos y jardines privados de Chile y Europa. Los estudios
genéticos realizados sobre el material introducido demostraron que la diversidad
genética es minima debido a que la propagacion se habia basado en individuos
genéticamente idénticos por lo que es posible que la especie no pueda volver a formar
poblaciones estables en estado silvestre. La conservacion de la biodiversidad es hoy
una materia de preocupacién global por lo cual la propagacion de especies amenazadas
es de vital importancia. Entre las distintas alternativas de propagacion se encuentra la
micropropagacién o propagaciéon in vitro, la que permite incrementar rapidamente el
namero de individuos e incluso el establecimiento de las especies en un banco de
germoplasma, ayudando a la preservacion de especies amenazadas. Este trabajo
propone un método de enraizamiento a partir de plantulas de Sophora toromiro,
propagadas in vitro, en diversos ensayos, en donde sus tratamientos presentan
diferentes concentraciones hormonales. El primer ensayo corresponde a la combinacién
de la auxina &cido naftalén acético (ANA) y la citoquinina kinetina (KIN), en
concentraciones de 0; 0,1 y 0,5 mg/L, respectivamente. El segundo ensayo es la
combinacién de acido indol butirico (AIB) y KIN, también en las concentraciones de 0;
0,1y 0,5 mg/L. El tercer ensayo corresponde a diferentes concentraciones de la auxina
AIB en 0; 1 y 2 mg/L. Estos tres ensayos fueron hechos en medio Murashige y Skoog
(MS). Finalmente el Gltimo ensayo corresponde a tres concentraciones de ANA, 0; 1y 2
mg/L, en el medio Woody Plant Medium (WPM) de Lloyd y McCown (1981). Estos
cuatro ensayos fueron dejados en una cdmara de incubacioén por 75 dias, realizando
evaluaciones cada 15 dias. Las variables evaluadas fueron nimero y longitud de raices
y brotes y otras variables que aparecieron como porcentajes de enraizamiento,
oxidacion, hiperplasia, formacion de callos subterrdneos y aéreos. Los explantes
formaron raices, asi como también, brotes, callos, hiperplasia y oxidacion, sin embargo

la respuesta fisiologica no presentd diferencias significativas para ninguno de los



tratamientos debido a que el valor de las desviaciones estandar fue alto en todos los
casos. Bajo las condiciones evaluadas, Sophora toromiro no responde adecuadamente
al proceso de rizogénesis in vitro debido a que las raices no aparecieron en un nimero
significativo de plantulas y la longitud de estas raices alcanzaron promedios
insignificantes.



SUMMARY

Sophora tomorimo is a small endemic tree from Easter Island, which is extinct in its
natural range. Currently the species has survived in cultivation in several botanical
gardens and private gardens of Chile and Europe. Genetic studies made on the material
introduced showed that the genetic diversity is minimal because propagation was based
on genetically identical individuals, so it is possible that the species cannot form stable
populations in the wild state again. Currently the conservation of biodiversity is a matter
of global concern whereby propagation of endangered species is vital. Among the
various options for propagation, micropropagation or in vitro propagation allows to
rapidly increase the number of individuals and the establishment of species in a
germplasm bank, helping to preserve endangered species ex situ. This work proposes a
method of rooting Sophora toromiro plantlets, propagated in vitro, in various
experiments, where treatments have different hormone levels. The first experiment
corresponds to the combination of the auxin naphthaleneacetic acid (NAA) and the
cytokinin kinetin (KIN), each in concentrations of 0; 0.1 and 0.5 mg/L. The second
experiment is the combination of indole butyric acid (IBA) and KIN, also in 0; 0.1 and 0.5
mg/L concentrations. The third experiment combines different concentrations of auxin
IBA in 0; 1 and 2 mg/L. These three tests were made on Murashige and Skoog (MS)
culture medium. Finally, the last experiment was carried out with three concentrations of
NAA, 0; 1 and 2 mg/L. on Lloyd and McCown’s (1980) Woody Plant Medium (WPM).
These four experiments were left in an incubation chamber for 75 days, making
assessments every 15 days. The variables evaluated were number of roots, root length,
shoots length and other variables such as rooting percentages, oxidation, hyperplasia,
and formation of underground and aerial calluses. Explants formed roots, as well as
shoots and callus, but also showed tissue hyperplasia and oxidation. However, the
physiological responses were not significantly different for either treatment because
values of the standard deviation were high in all cases. Under conditions tested,

Sophora toromiro did not respond adequately to the process of in vitro rhizogenesis,



because roots did not appear in a significant number of plantlets and the length of these

roots were insignificant.



1 INTRODUCCION

El ser humano desde el comienzo de su existencia, ha dependido de la naturaleza,
obteniendo de ésta mudltiples bienes y servicios, ya sean alimentos, combustibles,
medicinas y materias primas entre otras. Este es un componente fundamental para el
desarrollo de la vida ya que protege cauces de agua, permite la formacion del suelo,
aire puro, sirve de hébitat de la fauna silvestre e incluso permite el esparcimiento y
disfrute de su belleza (BENOIT, 1985). HECHENLEITNER et al (2005) indican que
actualmente existen diversos problemas a nivel nacional e internacional, debido al uso
incontrolado de los recursos, disminuyendo la cubierta vegetacional nativa, por diversos
factores, tales como la explotacion e incendios, los que sumados a otros elementos,
como cambio climético, urbanizacién, construccién de plantas hidroeléctricas, caminos y
mineria aumentan el riesgo de extincion para muchas especies provocando la
desaparicién de ellas, erosién incontrolada, desertificacion, estancamiento de cauces

de agua, inundaciones y aumento de la contaminacion.

Identificar las especies de plantas amenazadas es importante, ya que tiene mdltiples
implicancias en la gestion ambiental como el Sistema de Evaluacion de Impacto
Ambiental (SEIA) y la aplicacion de la Ley de Recuperacion del Bosque Nativo y
Fomento Forestal, ya que en ellas se sefala la prohibicion de captura y corta de
especies calificadas como amenazadas. Del mismo modo, la identificaciéon de las
especies, segun el estado de conservacion, permite definir prioridades de accion
destinando recursos a la conservacion de las mismas (COMISION NACIONAL DEL
MEDIO AMBIENTE, 2009).

Una de las especies afectadas y designada en la categoria de “extinta en su entorno
natural” (CONAMA, 2007) es Sophora toromiro (Phil.) Skottsberg, principalmente por
problemas relacionados con la actividad humana insustentable ambientalmente como la

sobreexplotacion.

Ya SKOTTSBERG (1920), en una expedicion a la Isla de Pascua entre los afios 1916 y
1917 encuentra y describe a S. toromiro como una especie que “probablemente pronto
se extinguira”, confirmando lo sefialado por Fuentes (s.f), citado por SKOTTSBERG

(1922), que considera al arbol como “muy escaso”, sefialando también que el toromiro



se encontraba al borde de la extincién, recalcando su importancia desde el punto de
vista geografico asi como etnolégico.

Sophora toromiro es un arbol pequefio endémico de la Isla de Pascua, actualmente
extinto en su distribucién natural, muriendo el dltimo ejemplar a los pies del volcan
Rano-Kao a inicios de la década de 1960 (CONAMA, 2009). Actualmente se encuentra
en el Jardin Botanico Nacional de Vifia del Mar, el Vivero las Brujas de Talagante y en
jardines boténicos europeos como el Jardin Botanico de Gotemburgo, Suecia y el Jardin

Botanico de Bonn, Alemania, entre otros (SEEMANN, 2011, comunicacién personal).

En el anexo 1 se muestra la trazabilidad de las generaciones de Sophora toromiro (Phil.)

Skotts. cultivadas en el Jardin Botanico Nacional, hasta el afio 2009.

CONAMA (2009) indica que es un arbol que no sobrepasa los 2 a 3 metros de altura.
Sus hojas son compuestas de entre 4,5 a 10 centimetros de largo, dispuestas de forma
alterna en las ramas. Estas estan formadas por 8 a 12 pares de foliolos verdes,
pequefios y elipticos u ovalados, de entre 0,6 a 1,5 centimetros de largo y 0,7
centimetros de ancho. Su envés es pubescente al igual que el raquis en hojas menos
jévenes. Posee una inflorescencia formada por racimos laxos compuestos por unas
pocas flores las cuales poseen 5 pétalos amarillos de 2 centimetros de largo y una
forma ligeramente tubular. En cuanto a su fruto, este es una vaina la cual puede medir
hasta 8 centimetros de largo y 1 de ancho, y en su interior se pueden encontrar desde
1 a 6 semillas de forma ovalada con aproximadamente 5 milimetros de didmetro cada

una.

WORLD CONSERVATION MONITORING CENTRE (WCMC) (1998) establece la

siguiente clasificacion botanica:

Reino: Plantae; Phylum: Tracheophyta; Clase: Magnoliopsida; Orden: Fabales; Familia:
Leguminosae; Género: Sophora; Especie: S.toromiro. (Phil.) Skottsb.

La conservacion de la flora nativa chilena se ha convertido en un tema de cada vez
mayor importancia en los ultimos afios, ya que ha aumentado el conocimiento sobre las
amenazas que la afectan (HECHENLEITNER et al, 2005). En el caso de Sophora
toromiro debido a sus bajas densidades poblacionales y al intenso uso de su madera,
fue rapidamente agotada (CONAMA, 2009). CONAMA (2009) también menciona que



las principales razones de su extincion fueron la utilizacion indiscriminada de la madera
de este arbol para construccion de articulos domésticos y para rituales, sin embargo la
mayor reduccién poblacional de esta especie fue en los siglos XVIII y XIX debido al alto
consumo de sus hojas y tallos por parte del ganado doméstico llevado a la isla (se
estima que llegaron a haber 20.000 ovejas en la isla).

Actualmente existe una organizacién llamada Toromiro Management Group (TMG)
compuesta por miembros de jardines botanicos e instituciones de investigacion
provenientes de Chile, Suecia, Reino Unido, Francia, Alemania y Australia (TOROMIRO
MANAGEMENT GROUP, s.f). El objetivo de esta es la conservacion y recuperacion del
toromiro primeramente evitando su extincién y luego a través de una reintroduccién de
una poblaciébn genéticamente y demograficamente viable a la Isla de Pascua
(MAUNDER, 1997).

No existen normativas especificas para esta especie y las acciones actuales de
conservaciéon se encuentran limitadas principalmente a los viveros y jardines botanicos
nombrados anteriormente. Desde el afilo 1966 se han hecho intentos de reincorporar
esta especie a la Isla de Pascua sin tener éxito ya que todos los individuos
trasplantados han muerto (CONAMA, 2009).

BACCHETTA et al (2008), indican que, realizando un inventario, en 1988 se encontré un
ejemplar cultivado en el Jardin Botanico de Bonn y se pudo saber que también se
cultivaba en otros jardines botanicos europeos como el de Gotemburgo, lo que dio
origen a un programa de propagacion de la especie con la finalidad de reintroducirlo de
nuevo en la naturaleza, siendo el afio 1996 cuando se plantaron en la Isla de Pascua
180 ejemplares provenientes de estos jardines. Sin embargo, la introduccion fracaso y
mas del 80% de los individuos desaparecieron en poco tiempo y el resto algo mas tarde.
Los andlisis genéticos realizados sobre el material introducido demostraron que la
diversidad genética era minima y que el programa de propagacion se habia basado en
individuos genéticamente idénticos (Barthlott et al, 2000 citado por BACCHETTA et al,
2008). Debido a ello, es posible que la especie no pueda volver a formar poblaciones
estables en estado silvestre, aunque queda el consuelo de tener aun ejemplares vivos
de la planta. Si en lugar de individuos aislados, la conservacion ex situ se hubiese

desarrollado segun los canones actuales, el éxito de la reintroduccion hubiese sido



mayor. Cabe destacar que estas plantas presentan una baja diversidad genética debido
a que provienen de semillas de un solo ejemplar recolectadas por Thor Heyerdahl en el
afo 1955-1956 (CONAF, s.f). Un grupo de cientificos del nucleo milenio en genémica
funcional de plantas, de la Universidad Catélica de Chile, disefidé un proyecto para
reinsertar el arbol en la Isla de Pascua y levantar su categoria de extinto en su medio
natural. Para ello rescataron semillas del Jardin Botanico Nacional de Vifia del Mar y de
Munchen, Alemania, asegurandose a través de estudios genéticos que coincidian con la
huella genética registrada en el Museo Nacional de Historia Natural y clonandolos in

vitro para su posterior reintroduccién a la isla (RODRIGUEZ, 2010).

La conservacion de la biodiversidad es hoy una materia de preocupacién global
(CONAMA, 2009) por lo cual la propagacién de las especies es de vital importancia.
Existen distintas alternativas de propagacion y entre estas se encuentra el cultivo de
tejidos, también llamado micropropagacion o propagaciéon in vitro, siendo esta una
excelente via para incrementar rapidamente el nidmero de individuos e incluso el
establecimiento de las especies en un banco de germoplasma, lo cual no solo le da un
gran valor a la investigacion de las especies, sino que también es una forma de

preservacion de estas especies amenazadas (CALDERON et al, 1993).

SEEMANN (1993), sefiala que la micropropagacion es una técnica de propagacion
agamica de plantulas en la cual se multiplica un genotipo especifico sin segregacion de
las caracteristicas genéticas utilizando células, tejidos u 6rganos de distintas
procedencias de la planta. Esta técnica posee una amplia gama de aplicaciones,
dependientes del objetivo al cual se quiere llegar, utilizando células, tejidos u érganos
de distintas procedencias de la planta. CASTILLO (2004) afiade que a partir de un
explante de la planta madre, se obtiene una descendencia genéticamente idéntica,

denominadas clones.

Segun lo sefialado por Montoya (1991); Seemann (1993) y Hartmann y Kester (1997),
citados por TORRES (2002), con esta técnica se puede lograr un incremento acelerado
de plantulas derivadas de la planta madre (genotipo determinado). Como existe un
control de los factores ambientales y quimicos, en el laboratorio, influyentes en la
propagacion vegetativa se consigue una tasa de propagacion mayor que la

convencional, teniendo mdultiples ventajas como acelerar la produccion de nuevas



variedades, conservacion de germoplasma y obtener plantas libres de patégenos,
utilizando un espacio reducido (en comparacion a condiciones de campo e invernadero),

posibilitando el cultivo de las especies sin limitaciones climéticas.

Esta técnica ha ayudado a conservar especies amenazadas como es el caso de la
cactacea Pelecyphora strobiliformis, propia del sur de Nuevo Ledn, Mexico, de la que
Arias, citado por CARRILLO (2002), estableci6 un banco de germoplasma como

reserva.

Se han realizado ensayos con ejes embrionarios de cotiledones y almacenados en
nitrégeno liquido, como es el caso de Quercus faginea y Corylus avellana, de las que
mediante técnicas de cultivo in vitro se han obtenido tasas de recuperacion del 60 y
80% respectivamente (Gonzalez-Benito y Pérez 1992a, 1994b citados por IRIONDO,
2001). En Gomortega keule también se han realizado trabajos de micropropagacion a
partir de embriones cigéticos utilizando distintas variables como concentraciones
hormonales, luz y oscuridad, llegando a la conclusion de que el cultivo de tejidos in vitro
supera notablemente la dificultad de producir plantas a partir de semillas (CALDERON,
1993).

OLMOS et al (s.f) sefiala que existen 3 etapas para la propagacion in vitro:

a) Establecimiento del cultivo: El objetivo de esta etapa es establecer cultivos
viables libres de microorganismos. La planta madre es determinante, ya que se
ha establecido que los tejidos meristematico jovenes, embriones o semillas
tienen una mayor capacidad regenerativa. La obtencién de cultivos axénicos
puede lograrse determinando la incidencia de contaminantes a través de
métodos preventivos como analisis DAS-ELISA o PCR. También a través de la
observacién de tejidos maduros se puede identificar la presencia de patégenos a
través de sintomas. Ademas existen métodos curativos como la termoterapia y
quimioterapia, a través de la aplicacion de antibiéticos, desinfectantes, antivirales

y el cultivo de meristemas.

b) Multiplicacion: el objetivo es mantener y aumentar la cantidad de brotes a través
de ciclos sucesivos de multiplicacion. En esta etapa, los medios de cultivo, los
reguladores de crecimiento como las auxinas, citocininas y acido giberélico y las

condiciones ambientales cumplen un rol fundamental sobre esta etapa. Esta
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puede ser a través de organogénesis o embriogénesis, las que pueden darse de

forma directa e indirecta.

C) Enraizamiento y aclimatacion: Esta es la etapa donde se producen las raices
adventicias, siendo mas facil el enraizamiento de herbaceas que en lefiosas
debido a su limitada capacidad rizogénica. El enraizamiento puede realizarse
tanto in vitro como ex vitro en donde en el primer caso se utilizan distintos tipos
de sustratos (medios de cultivo WPM y Murashige y Skoog 1962) con
reguladores de crecimiento para promover la rizogénesis. El enraizamiento ex
vitro permite que el enraizamiento y la aclimataciéon ocurran simultaneamente.
Sin embargo, el estrés asociado a la evapotranspiracién acelerada de las plantas
puede reducir considerablemente la tasa de supervivencia. Por lo anterior es
necesario contar con las instalaciones adecuadas, ya sean invernaderos o
camaras de crecimiento adecuadas que le brinden las condiciones ambientales

propicias para la supervivencia.

En el anexo 2 se observa una comparacion entre las caracteristicas de una planta en

condiciones in vitro respecto a una planta en condiciones in vivo.

La préactica de enraizamiento de los brotes propagados in vitro reviste gran importancia
ya que tiene como objetivo producir plantas con buenas caracteristicas fisiolégicas y
morfolégicas que puedan sobrevivir en condiciones de trasplante al suelo (Ruscitti et al
(2000), citado por QUINTERO et al., 2003) La formacion del sistema radical y el
crecimiento de las raices son fundamentales para lograr la transferencia de las plantulas
a condiciones de invernadero. Sin embargo, algunos autores han experimentado
inconvenientes al realizar esta practica, lo cual seria l6gico al considerar que existen
respuestas diferenciales entre especies (Grout y Aston, 1977, citados por QUINTERO et
al., 2003).

RICCI y EATON (1997) examinaron el origen y variabilidad genética de algunos
individuos adultos de toromiro provenientes de distintos jardines botéanicos y privados en
el mundo ya que existen muchos toromiros creciendo cerca de Sophora microphylla y
Sophora fernandeziana y esto ha generado dudas sobre hibridismo en la descendencia
llegando a la conclusion de que los ejemplares estudiados son, de hecho, S.toromiro y

no hibridos con otras especies. Sin embargo, los autores comentan que se deben hacer
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esfuerzos en las cruzas entre toromiros enfocadas a una mayor recombinacién genética

gue ayude a la reintroduccion de la especie a la isla.

KUN-HUA et al., (2010) multiplicaron in vitro Sophora flavescens, una importante planta
medicinal china, con el objetivo de obtener una rapida propagacion y generar una
caracteristica poliploide obteniendo resultados positivos.

Plantulas de Sophora toromiro entre 3 a 4 meses provenientes de semillas también han
sido propagadas in vitro ya que la propagacion natural por semillas es muy pobre y

lenta, siendo una buena alternativa la micropropagacion (ITURRIAGA et al, 1994).

JORDAN et al (2001) también trabajaron con toromiro in vitro utilizando ejes
embrionarios con cotiledones, cotiledones, yemas axilares y hojas de arboles de 20
afos de edad, que fueron evaluados por su capacidad para activar la organogénesis y

para regenerar plantulas bajo condiciones in vitro.

ITURRIAGA et al (1994), JORDAN et al (2001) y VASQUEZ (2012) explican que
explantes de Sophora toromiro han sido establecidos in vitro, sin embargo, la tasa de

regeneracion completa aun es deficiente en un sistema de micropropagacion.

Una especie cercana a S. toromiro, Sophora flavescens, induce satisfactoriamente
brotacién mudltiple y rizogénesis, al utilizar medio MS (MURASHIGE and SKOOG.
1962), suplementado con 8,88 uM de ABA y 2,69 uM de ANA, obteniendo una tasa de
brotacion de 93,4%, y 82,4% de enraizamiento (Zhao et al., 2002; citado por VAZQUEZ,
2012). También, se han hecho estudios de respuesta a rizogénesis en otras especies de
leguminosas arbdreas como Acacia chundra utlizando explantes de yemas
embrionarias, obteniendo un 75% de rizogénesis al cultivar los explantes en medio MS a
la mitad de la concentracion, suplementado con 0,25 mg/L de IBA o IAA, mientras que
de 3 a 6 brotes por explante fueron obtenidos en medio MS suplementado con 1,5 mg/L
BAP (Bencilaminopurina), 0,01 a 0,05 mg/L AIA (Acido indolacético) y 50 mg/L de
(Sulfato de Adenina). VAZQUEZ (2012), indica que entre las auxinas ANA, AIA y AIB
probadas en sus ensayos, AIB 0,5 mg/L en medio WPM fue la que produjo mayor
enraizamiento (16,7 %), a los 60 dias del cultivo, sin embargo ANA 0,5 mg/L en medio
WPM también produjo enraizamiento (8,3 %), también sefiala que AIB 0,1 mg/L en

medio MS produjo una mayor elongacion de raiz.
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De acuerdo a este contexto, se plantea la siguiente hipétesis: Plantulas de Sophora

toromiro responden adecuadamente al proceso de enraizamiento in vitro.
El objetivo general de este trabajo es:

e Evaluar el efecto de distintas concentraciones de dos auxinas con 0 Sin
presencia de citoquininas, en dos medios de cultivo (MS y WPM) sobre

enraizamiento in vitro de Sophora toromiro.
Los objetivos especificos son:
e Establecer un protocolo de enraizamiento para Sophora toromiro.
¢ Evaluar diferentes concentraciones de ANA y KIN y respuesta de la especie.

¢ Evaluar diferentes concentraciones de AIB y KIN y respuesta de la especie.
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2 MATERIAL Y METODO

Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales,
perteneciente al Instituto de Produccion y Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Austral de Chile. EI material vegetal utilizado son plantulas
de S. toromiro, cultivadas in vitro, (Anexo 3), provenientes del banco de germoplasma
del laboratorio y obtenidas a partir de embriones cigéticos y mantenidos in vitro en la
Universidad Austral de Chile. Previamente al establecimiento de los ensayos, las
plantulas fueron separadas y repicadas para aumentar su poblacién y obtener las

plantulas necesarias para la realizacién del trabajo.

Los materiales utilizados son el equipamiento habitual de un laboratorio, siendo los mas
relevantes la cAmara de flujo laminar, autoclave, frascos de vidrio, medios de cultivo MS

y WPM, ademas de camaras de incubacién con temperatura y fotoperiodo controlados.

La primera etapa del desarrollo de la investigacién consistié en la micropropagacion, en
donde el material fue replicado para alcanzar la cantidad de plantulas necesarias para el
establecimiento de los ensayos. Estas debieron tener una altura minima de 1 cm para
estandarizar el disefio. Se utilizaron dos medios de cultivo, el MS de MURASHIGE and
SKOOG (1962) y el medio WPM de LLOYD and MCCOWN (1980), en ambos se utilizd
agar, en vez de Gelrite como gelificante para evitar la vitrificacion de las plantulas. El pH
se estabiliz6 a 5,8, se dosificaron en el dispensador de medios, proporcionando a cada
frasco 10 mL de medio para luego esterilizarlos en autoclave a 1,2 atm. y 120° C por 20
minutos. La siembra in vitro se realiz6é en la camara de flujo laminar, cuidando la asepsia

dentro de ésta, utilizando etanol al 95% y un mechero para esterilizar los instrumentos.
2.1 Disefio experimental

Para la siguiente etapa se utilizaron 360 plantulas de toromiro, disefiadas como
experimentos completamente al azar y distribuidas en cuatro ensayos (A, B, C y D).
Cada ensayo contenia distintos tratamientos en donde cada uno era una concentracion
hormonal distinta. En los ensayos A y B se establecieron 9 tratamientos con 3

repeticiones de 5 plantulas cada uno, de los ensayos C y D se establecieron 3
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tratamientos con 3 repeticiones cada uno en la siguiente disposicion. Los ensayos A, B
y C en medio MS y el ensayo D en medio WPM.

El ensayo A, basado en diferentes concentraciones hormonales de ANA/KIN (Testigo
sin hormonas; KIN 0,1 mg/L; KIN 0,5 mg/L; ANA 0,1 mg/L; ANA 0,5 mg/L; ANA 01/KIN
0,1 mg/L; ANA 0,1/KIN 0,5 mg/L; ANA 0,5/KIN 0,1 mg/L; ANA 0,5/KIN 0,5 mg/L).

El ensayo B, basado en diferentes concentraciones hormonales de AIB/KIN (Testigo sin
hormonas; KIN 0,1 mg/L; KIN 0,5 mg/L; AIB 0,1 mg/L; AIB 0,5 mg/L; AIB 01/KIN 0,1
mg/L; AIB 0,1/KIN 0,5 mg/L; AIB 0,5/KIN 0,1 mg/L; AIB 0,5/KIN 0,5 mg/L).

El ensayo C, basado en diferentes concentraciones hormonales de AIB (Testigo sin
hormonas, AIB 1 mg/L; AIB 2 mg/L).

El ensayo D, basado en diferentes concentraciones hormonales de ANA (Testigo sin
hormonas, ANA 1 mg/L; ANA 2 mg/L).

Las evaluaciones se hicieron cada 15 dias hasta llegar a una quinta evaluacioén,
evaluando el nimero de brotes, la longitud de brotes (cm), el nUmero de raices, la
longitud de raices (cm), el enraizamiento (%), la oxidacién (%), la hiperplasia (%), la

presencia de callos subterraneos (%) y la formacion de callos (%).

Para el analisis estadistico se utilizaron datos de la Gltima evaluacion (dia 75). Primero
se realizé un analisis de Shapiro Wilk’s (W test) a cada variable dependiente en relacion
a la concentracion hormonal para saber si los datos presentaron normalidad. Los datos
de longitud y numero fueron evaluados como unidad experimental plantula y los datos
de porcentajes de enraizamiento, fueron evaluados como unidad experimental
repeticion (5 plantulas). Al no encontrarse normalidad, los datos de longitud y numero,
asi como los de porcentaje, fueron transformados con cada una de las formulas
respectivas (In x; V¥x + 1; Vx + 0,5) y arcsin Vx/%). Si nuevamente no presentaron
normalidad, después de ser transformados, se decidi6 realizar un analisis no
paramétrico mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Se utiliz6 el programa estadistico
Statistica version 7.0. Los datos de porcentajes de oxidacion, hiperplasia y formacion de

callos no se analizaron estadisticamente.
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3 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Efecto de diferentes concentraciones de ANA y KIN en medio MS (Ensayo A).

Con el proposito de evaluar las diferentes respuestas hormonales in vitro de S. toromiro,
el Cuadro 1 y la Figura 1 muestran distintas variables de porcentaje de enraizamiento,
namero y longitud de raices, asi como también promedio y longitud de brotes. Estas
variables fueron analizadas en relacion a distintas concentraciones hormonal de ANA y
KIN.

Cuadro 1. Promedios de numero de brotes, longitud de brotes (cm), nUmero de
raices, longitud de raices (cm) y enraizamiento (%) (Ensayo A).

Numero de Ndmero de
brotes por  Longitud de raices por Longitud de Enraizamiento
explante Brotes (cm) explante raices (cm)
Hormonas
(mg/L) X X X X %

ANA O/KIN O 2,5a 1,9a 0,0a 0,00a 0,0a
KIN 0,1 2,3a 1,9a 0,1a 0,03a 6,7a
KIN 0,5 2,3a 2,0a 0,1a 0,03a 6,7a
ANAO,1 3,4a 1,8a 0,2a 0,08a 26,7a
ANA 0,5 2,2a 1,8a 0,1a 0,05a 13,3a
ANA 0,1/KIN 0,1 3,4a 1,7a 0,0a 0,00a 0,0a
ANA 0,1/KIN 0,5 2,1a 2,1a 0,2a 0,10a 13,3a
ANA 0,5/KIN 0,1 3,7a 1,9a 0,1a 0,02a 6,7a
ANA 0,5/KIN 0,5 3,1a 1,9a 0,1a 0,07a 13,3a
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3.1.1 Numero de raices por explante y porcentaje de enraizamiento. No se
obtuvieron raices en los tratamientos sin hormonas y ANA 0,1/KIN 0,1 mg/L, sin
embargo, en el tratamiento ANA 0,1 mg/L fue el que obtuvo un mayor enraizamiento,
obteniendo un 26% lo que corresponde a 4 plantulas enraizadas con alrededor de 0,2
raices por planta. El tratamiento ANA 0,1/KIN 0,5 mg/L obtuvo la mayor longitud de
raices con el valor 0,1 cm por raiz. Al observar los valores todos se encontraban dentro
de los rangos de los valores de la desviacibn estandar y por consecuencia no se

encontraron diferencias significativas.

El hecho de que no haya enraizado el tratamiento testigo no es de extrafiar ya que
segun la Universidad de Valladolid (s.f), es necesaria la presencia de auxinas para la

induccién de rizogénesis, siendo la mas utilizada AIB en concentraciones de 1-10 pM.

Los bajos porcentajes de enraizamiento obtenidos pueden deberse a que se utilizé ANA
sin embargo, KUN-HUA et al., (2010) recomienda en Sophora flavescens, utilizar la
auxina AlB, 1,5 mg/L, en medio MS, S. Toromiro al pertenecer al mismo género podria

tener una respuesta similar.
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Figura 1. Promedios del niumero de brotes y longitud de brotes (cm) por cada uno
de los tratamientos (Ensayo A).
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3.1.2 Numero de brotes y longitud de brotes (cm) por cada uno de los
tratamientos. En la Figura 1 se observa que los tratamientos con las concentraciones
hormonales ANA 0,1 mg/L; ANA/KIN 0,1/0,1 mg/L; ANA/KIN 0,5/0,1 mg/L y ANA/KIN
0,5/0,5 mg/L presentaron mayores promedios en el nimero de brotes. Debido a que las
citoquininas estén relacionadas a diferentes respuestas fisioldgicas, como la promocion
de la division celular y en este caso kinetina (KIN) al estar combinada con la auxina
acido naftalenacético (ANA) provoc6 que la combinacion de ambas hormonas ANA/KIN
0,1/0,5 mg/L obtuviera el mayor promedio de longitud de brotes con 2,1 cm por brote,

siendo una respuesta a la concentracion hormonal (SEEMANN, 2011).

3.2 Efecto de diferentes concentraciones de AIB y KIN en medio MS. (Ensayo B)

Con el propdésito de evaluar las diferentes respuestas hormonales in vitro de S. toromiro,
el Cuadro 2 muestra distintas variables de porcentaje de enraizamiento, nimero y
longitud de raices, también promedio y longitud de brotes. Estas fueron analizadas en

relacién a variable/concentracién hormonal de AIB y KIN.

Cuadro 2. Promedios de numero de brotes, longitud de brotes (cm), nUmero de

raices y longitud de raices (cm) (Ensayo B).

Numero de Longitud

Numero de Longitud de , ,
brotes brotes (cm) raices por  de raices Enraizamiento
explante (cm)
Hormonas = = = =
(mg/L) X X X X %

AIB 0O/KIN 0 1,9a 1,8a 0,2a 0,09a 20,0a
KIN 0,1 3,0a 1,8a 0,1a 0,04a 13,3a
KIN 0,5 3,3a 1,8a 0,1a 0,03a 13,3a
AIB 0,1 2,3a 1,8a 0,3a 0,17a 33,3a
AIB 0,5 3,4a 1,5a 0,2a 0,05a 13,3a
AIB 0,1/KIN 0,1 2,93 1,7a 0,1a 0,03a 6,7a
AIB 0,1/KIN 0,5 2,83 1,7a 0,3a 0,03a 20,0a
AIB 0,5/KIN 0,1 3,0a 1,8a 0,3a 0,09a 26,7a
AIB 0,5/KIN 0,5 2,9a 1,9a 0,2a 0,07a 20,0a
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3.2.1 Namero de raices por explante y porcentaje de enraizamiento. Acido indol
butirico (AIB) 0,1 mg/L fue el tratamiento que obtuvo mayor numero de raices con un
promedio de 0,3 raices por plantula, del mismo modo también obtuvo la mayor longitud
de raices con un promedio de 0,03 cm de raiz por plantula. Un estudio realizado por
OBERSCHELP y MARCO (2010) indica que el AIB tiene un efecto positivo sobre el
enraizamiento adventicio de Prosopis alba Grisebach perteneciente a la familia
Fabaceae, lo que puede estar relacionado con la respuesta de enraizamiento en
S.toromiro. En otro estudio realizado por Cav., PONCE et al (2011) en
micropropagacién de Mutisia subspinosa sefialan que existe un efecto del AIB en
relacién al enraizamiento de las plantulas, sin embargo, este puede ser positivo asi

como negativo dependiendo de las concentraciones.

3.2.2 Numero de brotes y longitud de brotes (cm) por cada uno de los
tratamientos. Los valores del numero de brotes y la longitud de estos, presentaron
valores similares en todos los tratamientos no existiendo diferencias significativas,

siendo el tratamiento testigo el que obtuvo el promedio mas bajo en nimero de brotes.

Los bajos valores de numero y longitud de brotes, se debe principalmente a las
hormonas utilizadas ya que para inducir brotacion en otras séforas como Sophora
flavescens se recomienda la utilizacion de BAP, 1.5 mg/L y AIA 0.3 mg/L por 30 dias
(KUN-HUA et al., 2010).
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3.3 Efecto de diferentes concentraciones de AIB en medio MS (Ensayo C).

Con el proposito de evaluar las diferentes respuestas hormonales in vitro de S. toromiro,
el Cuadro 3 muestra distintas variables de porcentaje de enraizamiento, nimero y
longitud de raices, asi como también promedio y longitud de brotes. Estas fueron

analizadas en relaciéon a variable/concentracion hormonal de AIB.

Cuadro 3. Promedios de numero de brotes, longitud de brotes (cm), nUmero de

raices, longitud de raices (cm) y enraizamiento (%) (Ensayo C).

Numero de
Numero de Longitud Brotes raices por Longitud de  Enraizamiento
brotes (cm) explante raices (cm)
Hormonas _ _ _ _
(mg/L) X X X X %
AIBO 3,3a 1,6a 0,1a 0,06a 13,3a
AIB 1 3,0a 1,8a 0,1a 0,05a 13,3a
AlIB 2 2,5a 1,9a 0,1a 0,03a 6,7a

3.3.1 Nimero de raices por explante y porcentaje de enraizamiento. Respecto al
namero de raices, no presentaron diferencias significativas, estas presentaron un
promedio de 0,1 raices por planta. Dentro de las 15 plantulas correspondientes a cada
tratamiento se encontraron 2 raices, a diferencia del tratamiento AIB, 2 mg/L, en donde
se encontré una sola raiz. El tratamiento testigo y el tratamiento con AIB, 1 mg/L,
obtuvieron el mismo porcentaje de enraizamiento de un 13% a diferencia del tratamiento
AIB, 2 mg/L, que obtuvo un 6,7% de enraizamiento. La longitud de estas tampoco

presentd diferencias significativas.

VASQUEZ (2012), sefiala que en Sophora toromiro la auxina AIB, 0,5 mg/L, en medio
WPM es la que produjo un mayor enraizamiento en su investigacion (16,7%), a los 60
dias de cultivo. La Unica diferencia con este ensayo es el medio de cultivo utilizado,

pudiendo ser el medio de cultivo el que marque una diferencia en el enraizamiento.
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3.3.2 Numero de brotes y longitud de brotes (cm) por cada uno de los
tratamientos. ElI nimero de brotes, asi como la longitud no presentaron diferencias

significativas, manteniéndose en valores cercanos entre los tratamientos.

VASQUEZ (2012), indica que los explantes de Sophora toromiro cultivados en medio
WPM + AIB, 0,1 mg/L, producen gran cantidad de brotes con alrededor de 3,6 brotes
por plantula y siendo MS + AIB, 0,5 mg/L, el que produjo mayor longitud de brotes con
alrededor de 3,6 cm, obteniendo diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos. La diferencia en concentracion hormonal de AIB vy la utilizacion de medio
MS pudieron haber disminuido el nimero de brotes y en el caso de la longitud solo es la

diferencia en concentracion hormonal.

3.4 Efecto de diferentes concentraciones de ANA en medio WPM (Ensayo D).

Con el propdésito de evaluar las diferentes respuestas hormonales in vitro de S. toromiro,
el Cuadro 4 y la Figura 2 muestran distintas variables de porcentaje de enraizamiento,
namero y longitud de raices, asi como también promedio y longitud de brotes. Estas

fueron analizadas en relacion a variable/concentracion hormonal de ANA.

Cuadro 4. Promedios de numero de brotes, longitud de brotes (cm), nUmero de

raices, longitud de raices (cm) y enraizamiento (%) (Ensayo D).

Numero de Longitud Nurnero de Longitud de . .
raices por , Enraizamiento
brotes Brotes (cm) raices (cm)
explante
Hormonas = = = =
X X X X %
(mg/L) °
ANAO 3,4a 1,9a 0,1a 0,02a 6,7a
ANA 1 3,8a 2,0a 0,2a 0,07a 13,3a
ANA 2 2,7a 1,8a 0,0a 0,00a 0,0a

3.4.1 Nomero de raices por explante y porcentaje de enraizamiento. Como se
observa en el Cuadro 4, solo presentaron raices los tratamientos sin hormonas y ANA, 1
mg/L, con promedios de 0,1 y 0,2 raices por planta, respectivamente, lo que quiere decir

gue el tratamiento sin hormonas presentd dos raices con una longitud promedio de 0,02



21

cm por raiz dentro de las 15 plantulas evaluadas y el tratamiento ANA, 1 mg/L, presento
3 raices con una longitud promedio de 0,07 cm por raiz dentro de las 15 evaluadas. El
enraizamiento en este ensayo fue bajo, siendo el valor maximo un 13% en el
tratamiento con ANA, 1 mg/L. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas.

En Sophora falavescens, una especie cercana a S. toromiro, Zhao et al. (2002), citados
por VASQUEZ (2012), reportaron que se induce satisfactoriamente brotacién mdltiple y
rizogénesis, al combinar las auxinas AIB con ANA, lo que indicaria que la falta de AIB

podria ser la respuesta al bajo enraizamiento.
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Figura 2. Promedios de numero de brotes y longitud de brotes (cm) (Ensayo D).

3.4.2 Numero de brotes y longitud de brotes (cm) por cada uno de los
tratamientos. La Figura 2 muestra que los tratamientos sin hormonas, ANA 1 mg/L y
ANA 2 mg/L, respectivamente, presentaron promedios de 3,4; 3,8 y 2,7 brotes por
plantula y longitudes de 1,9; 2,0 y 1,8 cm/brote respectivamente, manteniéndose valores
similares entre los tratamientos, no habiendo diferencias significativas en ningun

tratamiento.
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De acuerdo a los resultados obtenidos el tratamiento ANA 1 mg/L, fue el que obtuvo un
mayor numero de brotes, con un promedio de 3,8 brotes por plantula. ROJAS y
ABDELNOUR (2012) indican que la auxina &cido naftalenacético (ANA) induce mayor
namero de brotes, como fue en el caso de Salix tetrasperma. Dentro de las funciones de
las auxinas se encuentra el alargamiento y division celular y crecimiento de secciones
de tallos, hojas, frutos y principalmente de raices (SEEMANN, 2011), lo que podria
explicar en cierta medida la mayor produccion de brotes, en este caso bajo esta
concentracion hormonal.

3.5 Presencia de oxidacion, hiperplasia, formacion de callos y calos aéreos.

En el Cuadro 5 y Figura 3 se muestran otras respuestas presentadas en el estudio tales

como oxidacion, hiperplasia y formacion de callos (subterrdneos y aéreos).

Cuadro 5 Promedios y rangos de oxidacién (%), hiperplasia (%), formacion de
callos (%) y callos aéreos (%) distribuidos en los ensayos A, B, Cy D.

Oxidacion % Hiperplasia % Callos % | Callos aéreos %

Ensayo Rango X Rango X Rango X Rango X
A 33,3-80,0 60 | 0,0-13,3 7 66,7 - 100 93 0,0-6,7 2

B 20,0-53,3 38 | 0,0-333 |10 73,3 -100 92 0 0

C 0,0- 46,7 18 | 0,0-13,3 |44 86,7 - 100 93 0 0

D 6,7 -20,0 11 0,0-6,7 5 86,7 -93,3 89 6,7 -13,3 11

3.5.1 Porcentajes de oxidacidon par cada uno de los ensayos: Todos los ensayos
presentaron oxidacion. Siendo el ensayo A el que obtuvo los valores mas altos, llegando
en rango hasta un 80% con los tratamientos ANA 0,5/KIN 0,1 mg/L y ANA 0,5/KIN 0,5
mg/L, sin embargo el tratamiento con AIB 2 mg/L (Ensayo C) fue el Unico tratamiento
gue no presentd oxidacién pero no se encontrd ninguna relacion hormonal para esta
respuesta en este experimento.

Esta reaccion de oxidacion ocurre generalmente en los vegetales lefilosos, como
producto de su metabolismo secundario normal, ya que son capaces de sintetizar un
elevado nimero de compuestos fendlicos, algunos de los cuales son indispensables

para sus funciones bioldgicas y otros son de utilidad para defenderse de situaciones de
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estrés. El fendmeno de ennegrecimiento ocurre por accion de enzimas tipo
polifenoloxidasas y tirosinasas que se liberan y sintetizan cuando los tejidos sufren
heridas, Estas actian sobre los polifenoles y tirosinas, oxiddndolos a quinonas que son
fitotoxicas (HERNANDEZ y GONZALEZ, 2010). El desarrollo de este problema se
encuentra estrechamente relacionado al estrés oxidativo y nitrosativo que sufren las
células del explante cultivado. Este fendmeno se produce por el desbalance entre las
reacciones de pro-oxidaciébn y los mecanismos antioxidantes para detoxificar,
generalmente causado por una generacién incrementada de radicales libres (Novoa et
al, 2001 citado por TURRENS, 2003) lo que nos indicaria que es una desventaja comudn
al utilizar plantulas lefiosas en cultivo de tejidos. HERNANDEZ y GONZALEZ (2009)
también sefialan que para disminuir el oscurecimiento de los explantes, es
recomendable la inmersidén en agua estéril y uso de antioxidantes, algunas horas antes
de la siembra in vitro y la modificacién de las condiciones ambientales al iniciar los
cultivos, como oscuridad o bajas temperaturas (HERNANDEZ y GONZALEZ, 2010).

3.5.2 Porcentajes de hiperplasia para cada uno de los ensayos: Todos los ensayos
presentaron hiperplasia, en donde AIB, 0,1 mg/L, presentd el mayor porcentaje, 33%, lo
gue corresponde a 5 plantulas. Sin embargo no todos los tratamientos. La presencia de
virus puede inducir a una multiplicacién incontrolado de células en plantas, dando origen
a hiperplasia (KANT and PATNI, 2009). Pero este estudio no se debe a presencia de
virus, ya que con la replicacién intensiva deberia haberse propagado el virus en una
gran cantidad de plantulas, cosa que no sucedi6. GONZALEZ (s.f), sefiala que el
crecimiento desordenado, a veces isodiamétrico que se produce en la zona afectada
debido a que sus células han aumentado en nimero , se explica por la alteracion de
niveles endégenos de auxinas, lo que provoca la division celular en las mismas, esto
daria una posible explicacion a la hiperplasia. Tampoco se observé, en este estudio,

una relacién entre las concentraciones hormonales e hiperplasia.

3.5.3 Porcentajes de callos para cada uno de los ensayos: Todos los ensayos
presentaron promedios cercanos al 100%, de callos presentes en la zona basal de los
explantes. BADILLO et al (2009) explican que los callos de las plantas son masas
celulares indiferenciadas, no organizadas de rapido crecimiento que pueden ser
producidas en todas las especies de plantas en respuesta a un suplemento de

hormonas enddgenas o externas. Segin SEGRETIN (s.f), la explicacion hormonal a la
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formacion de callos tiene que ver con la relacién citoquinina/auxina, que si es cercana a
1 se veria favorecida la produccion de callos, lo que se ve contradicho con este estudio
ya que no se observd ninguna relacion entre las concentraciones hormonales y la
formacion de callos. RODRIGUEZ (2001) afiade que en condiciones naturales este
tejido también puede aparecer como mecanismo de cicatrizacion cuando se presentan
heridas lo cual también puede ser una respuesta de la plantula al corte basal realizado

en el momento de replicacion.

LALLANA y LALLANA (2003) sefialan que esto corresponde a una masa amorfa surgida
de la proliferacion de células parenquimaticas, frecuentemente son el resultado de una
herida, por lo anterior tienen patrones predecibles de organizacion, por lo que pueden
estar presentes en centros localizados de actividad meristematica y a menudo aparecen
en regiones cambiales rudimentarias con zonas de diferenciacibn vascular. La
presencia de la masa amorfa es surgida de la proliferacion de células del parénquima.
Frecuentemente es el resultado de una herida, un callo se forma en el corte de un tallo o
raiz (VELAZQUEZ, 1997). Esto podria dar una explicacion a la aparicion o no aparicion

de callos aéreos.

OBERCHELT Y MARCO (2010) realizaron un estudio con Prosopis alba en el cual
utilizaron distintas concentraciones de AIB en estacas de brotes herbaceos y
semilefiosos con el objetivo de inducir enraizamiento en donde las estacas semilefiosas
no presentaron respuestas significativas. La lignificacion de los callos en las plantulas
de S. toromiro pudo tener algun efecto en la respuesta de enraizamiento, lo que no se

puede confirmar con este estudio.
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3.6 Evolucién en el tiempo

En las Figura 3y 4, y en el Cuadro 6 se muestra la evolucién en el tiempo del nimero
de brotes, longitud de brotes, nUmero de raices y longitud de raices.

w

(V5]

n < — E—

-~ — - ——

& 9 — FNS3Y0 A
0 = F1153y0 B
o

o 15

c Ensayo C
Z Ensayo L

[¥;]

™
w
-
w
™
W
o

- |
o
3
(W]

)
[
o

o)

Figura 3. Numero de brotes a través de cada evaluacion, desde el dia 15 al 75.

3.6.1 Numero de brotes desde el dia 15 al 75. En la Figura 3 se observa que a través
del tiempo hubo un leve aumento en el nUmero de brotes, pero fue menor a un brote por
explante. Esto es debido a que las concentraciones utilizadas tuvieron el objetivo de

enraizar y no de producir mayor numero de brotes.
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Figura 4. Longitud de brotes (cm) a través de cada evaluacion, desde el dia 15 al
75.

3.6.2 Longitud de brotes (cm), desde el dia 15 al 75. Como se aprecia en la Figura 4,
hubo un aumento en la longitud de brotes de aproximadamente 2 mm en el ensayo Ay
de 1 mm en el ensayo B a diferencia de los ensayos C y D que se mantuvieron
relativamente constantes en el tiempo, lo que implica que no hubo crecimiento adicional
observable. Esto indica que las hormonas en las concentraciones utilizadas no
responden adecuadamente al ser utilizadas con el objetivo de aumentar la longitud de

brotes en S. toromiro.
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Cuadro 6. Evolucion en el tiempo del numero de raices totales por ensayo,
nuamero de raices por plantula y longitud de raices por plantula (mm)

por cada uno de los ensayos.

N. raices totales

Ensayo Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 Dia 75
Ensayo A 0 0 10 10 14
Ensayo B 0 15 15 19 30
Ensayo C 0 0 1 1 5
Ensayo D 1 2 4 5 5

N. Raices por
plantula

Ensayo Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 Dia 75
Ensayo A 0,00 0,00 0,07 0,07 0,1
Ensayo B 0,00 0,11 0,11 0,14 0,22
Ensayo C 0,00 0,00 0,01 0,01 0,04
Ensayo D 0,01 0,01 0,03 0,04 0,04

Long. Raices por
plantula (mm)

Ensayo Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 Dia 75
Ensayo A 0,0 0,0 0,1 0,2 0,3
Ensayo B 0,0 0,3 0,3 0,3 0,4
Ensayo C 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1
Ensayo D 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2

3.6.3 Numero de raices y longitud de raices en cada evaluacién. En el Cuadro 6 se
observan el nimero de raices totales, nimero y longitud de raices por plantula en cada
uno de los ensayos y en cada evaluacion desde el dia 15 al dia 75. Se observa que el
aumento del numero de raices por plantula es casi nulo debido a las pocas plantulas
enraizadas en relacion al nimero de plantulas por ensayo, sin embargo, el ensayo B fue
el que mayor numero de raices obtuvo en el tiempo, seguido por los ensayos D, A, C y
D. El ensayo B fue el que presentd un mayor crecimiento de raices a través del tiempo
llegando hasta los 0,4 mm de raices seguidos por el ensayo A que llegé a 0,3 mm de
raices por plantula. El ensayo D presento raices desde la primera evaluacion (dia 15)
con 0,1 mm de raices por plantula alcanzando 0,2 mm en la ultima evaluacion. El
ensayo C se mantuvo relativamente constante a través del tiempo, pero en la Ultima

evaluacién alcanz6 un promedio de 0,1 mm de raices por plantula.
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4 CONCLUSIONES

En base a estos resultados se puede concluir que se rechaza la hipétesis de que
Sophora toromiro responde adecuadamente al proceso de rizogénesis in vitro bajo las
concentraciones evaluadas, debido a que las raices no aparecieron en un namero
significativo de plantulas y la longitud de estas raices alcanzaron promedios

insignificantes.

Ninguna de las concentraciones hormonales de los ensayos evaluados tiene una
respuesta significativa frente a respuestas como namero y longitud de brotes y raices,
oxidacién, hiperplasia y presencia de callos. Sin embargo, existieron ciertas
concentraciones que obtuvieron mejores resultados que otras. Esto no se puede
explicar en este estudio, debido a que las diferencias no fueron significativas y algun
otro factor que se escapa a esta investigacion puede haber afectado, induciendo a esta

respuesta fisioldgica.

La formacion de callos en la mayoria de los tratamientos fue cercana a 1 y posiblemente
la lignificacién de estos pudo haber afectado en el proceso de enraizamiento, lo que es

necesario realizar otro estudio para poder determinarlo.

La formacion de callos aéreos, se explica como una respuesta a posibles heridas

producidas por manipulacion.

Una alteracion de niveles enddgenos de auxinas podria ser la respuesta a la presencia

de hiperplasia en las plantulas estudiadas, pro no se puede determinar en este estudio.

Todos los tratamientos presentaron oxidacion lo que es propio en plantas lefiosas.
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6 ANEXOS

ANEXO 1 Se muestra la trazabilidad de las generaciones de Sophora toromiro
(Phil.) Skotts. cultivadas en el Jardin Botanico Nacional, hasta el afio 2009.

Ultimo toromiro en Isla de Pascua
extinguido en 1960

b

Semillas extraidas por Efrain
Voloski en Isla de Pascua y
entregadas para el cultivo al
administrador del JBN Don Patricio
Montaldo en 1956

Y

Obtencion de dos individuos en 1958 — 1960. Uno
Generacion 1 (G1) crecia aledafio al vivero (G1-1), muri6 a fines de
mayo del 2000 y el otro (G1-2) muri6 el 2007.

v N

Obtgncién de 60 individuos a 21 individuos producidos
G2 partir de G1-1 en 1992 por G1-2 (Jardin Francés)
# en 2004
9 Individuos 2 enviados 7 1 enviado a 6 enviados
enviados a la || a Stgo. || cultivados la U. de || al Arboretum
Isla de Pascua Maipu. en el Concepcién de la U.
G2 en 1995, 12 en || (Rinconada Jardin Austral  de
1998 y 30 en || de Maipu?) Botanico Chile
1999 Nacional.
156 individuos G3 producidos 7 G3 entregados a
a partir de los 7 G2 entre 2004 Forestal
G3 P \A L
y 2007 Montedguila.
v v >
14 individuos G3 1 individuo G3 6 individuos G3 1 individuo G3
entregados a entregado a || entregados a Pontificia || entregado a Aguas
Sergio de La arquedloga Universidad  Catdlica || Andinas S.A.
Cuadra Infante, Sonia Haca, Isla || de Chile Antofagasta
Ouillota de Pascua

Fuente: Jardin Botanico Nacional. (2012).
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ANEXO 2 Comparacién de las caracteristicas de una planta en condiciones de

laboratorio (in vitro) respecto a una

planta en condiciones naturales (in vivo).

In vitro

In vivo

No realiza fotosintesis
Crecimiento en condiciones
controladas

Crecimiento en condiciones de
asepsia

Alta humedad relativa
Estomas no funcionales
Ausencia de pelos radiculares

Ausencia de cera en la cuticula

Realiza fotosintesis

Crecimiento en condiciones no controladas
Exposicion a los patégenos y gérmenes del
ambiente

Humedad relativa variable

Estomas funcionales

Presencia de pelos radiculares

Presencia de cera en la cuticula

Fuente: Adaptado de Castillo A. (S.F)




ANEXO 3 Plantulas de S.

toromiro propagadas in vitro.

36




37

ANEXO 4 Presencia de oxidacion en el medio de cultivo.




ANEXO 5 Presencia de hiperplasia en las plantulas.
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ANEXO 6 Presencia de formacién de callos en la zona radicular de las plantulas.
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ANEXO 7 Presencia de callos aéreos en las plantulas.
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