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RESUMEN

El nogal (Juglans neotropica) es una especie de gran potencial para proyectos de conservacion y agro-
productivos en la eco-regiébn Andina. No obstante, su baja capacidad germinativa limita su
propagacion para reforestacion. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto del tratamiento con
Thidiazuron (TDZ) y 6-Bencilaminopurina (BAP) en la induccion in vitro de brotes de J. neotropica.
Las microplantulas tratadas con BAP produjeron mas brotes que aquellas tratadas con TDZ. Las
microplantulas tratadas con BAP y TDZ generaron a su vez mas brotes que las no-tratadas. En el
ensayo se evalud también el efecto de la concentracion de BAP y TDZ en el medio pero no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones evaluadas. En
conjunto, nuestros resultados indican que el tratamiento con cito-quininas, especificamente BAP,
incrementa el nimero de brotes producidos por microplantula de J. neotropica, pudiendo aplicarse
este tratamiento en proyectos de propagacién masiva de esta especie para sostener programas de
reforestacion.
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ABSTRACT

The walnut (Juglans neotropica) is a species of great potential for conservation projects and eco-agro-
production in the Andean region. However, low germination capacity limits its spread for
reforestation. The aim of this study was to determine the effect of treatment with Thidiazuron (TDZ)
and 6-Benzylaminopurine (BAP) on in vitro shoot induction of J. neotropica. The micro plantlets
treated with BAP produced more shoots than those treated with TDZ. The micro plantlets treated with
BAP and TDZ in turn generated more shoots than the non-treated micro plantlets. In the test, the effect
of concentration of BAP and TDZ in the medium was also evaluated; however not statistically
significant differences between the tested concentrations were detected. In summary, findings indicate
that the treatment with cytokines, BAP specifically, increases the number of shoots produced by micro
plantlets J. neotropica. It is believed that this treatment can be applied on projects of mass propagation
of this species within the frame of reforestation programs.
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1. INTRODUCCION

La reforestacion con especies nativas constituye una herramienta promisoria para la restauracion de
ecosistemas degradados en la region sur del Ecuador (Aguirre y col., 2007). La presion continua e
intensa que ejerce la poblacion rural sobre los recursos naturales de la eco-region Andina; es uno de
los puntos centrales de preocupacion en la Agenda Nacional para lograr el desarrollo sostenible
(Grijalva y col., 2010). Entre las especies andinas, Juglans neotropica, es de particular importancia
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para las comunidades locales, ya que ademas de proporcionar cobertura vegetal, esta especie es
aprovechada también por sus propiedades medicinales (Geilfus y Bailon, 1994), alimenticias e
industriales (Masias Brocker, 2007; Ponce y Morales, 2011). El nogal es una especie de tierras altas
(1000-3000 m.s.n.m) y crece naturalmente desde Colombia hasta Bolivia (Mendez, 2000).

En Juglans regia la estratificacion reduce las cantidades de inhibidores en las semillas resultando
beneficioso para la germinacion de esta especie (Martin y col., 1969). Lopez Carvajal y Piedrahita
Cardona (1998) reportan una germinacién de entre el 40-85% para varias especies del género Juglans,
pero los mismos autores, concluyen que para Juglans neotropica los tratamientos de estratificacion
durante 30 y 60 dias no fueron eficaces para superar la latencia profunda en esta especie, sugiriendo
que probablemente se requieren periodos de estratificacion mayores, entre 90 y 120 dias.

Debido a su baja germinacion natural, los métodos de propagacion asistida in vitro representan
una alternativa para el abastecimiento de grandes nimeros de plantas para la propagacion de estas
especies (Sanchez-Olate y col., 2009). El cultivo in vitro de embriones suprime el tiempo de
estratificacion sugerido por Lopez (1999) y permite alcanzar hasta el 100% de germinacién a los 15
dias de cultivo (Quintero-Garcia y col., 2012). Varios estudios sobre el desarrollo de técnicas para el
cultivo in vitro del género Juglans han sido reportados (Pijut, 1997; Quintero-Garcia y col., 2012) sin
embargo pocos han sido publicados para la induccion de brotes en la especie J. neotropica.

En este articulo reportamos avances en el desarrollo de un protocolo de propagacion in vitro de J.
neotropica a través del tratamiento de microplantulas con dos cito-quininas como parte de un proyecto
de propagacién masiva de esta especie con fines de agro-produccion y restauracion.

2. MATERIALES Y METODOS

Se colectaron semillas maduras de J. neotropica de arboles distribuidos en la cuenca del rio Paute
(Azuay, Ecuador). Los embriones de las semillas colectadas fueron aislados después de la ruptura
mecanica de la testa de las semillas. Los embriones extraidos, alin con parte del cotileddn, fueron
lavados con agua destilada estéril, y desinfectados con una solucién de etanol al 70% por 3 segundos,
sin enjuague, luego de lo cual se aislaron los embriones en una camara de flujo. Los embriones fueron
a continuacion sumergidos en hipoclorito de sodio al 0,07% por 5 segundos y sembrados en medio de
cultivo M&S (Murashige y Skoog Medio Basal) (Murashige y Skoog, 1962).

Los embriones aislados fueron incubados en un cuarto de cultivo con foto-periodo de 16 h luz por
treinta dias. Después de la incubacién las microplantulas obtenidas, que median en promedio 4 cm de
altura, fueron transferidas a frascos que contenian 30 ml de medio DKW (Driver y Kuniyuki, 1984)
considerando los resultados obtenidos por Bosela y Michler (2008). EI medio fue suplementado con
dos concentraciones 0,05 y 0,07mg I, de 6-Bencilaminopurina (BAP) y Thidiazuron (TDZ). Los
autores seleccionaron estas concentraciones en base a resultados de estudios preliminares en otras
especies forestales (datos no publicados). En cada frasco se colocaron dos plantas y los frascos fueron
mantenidos bajo las mismas condiciones de crecimiento descritas anteriormente por 30 dias.

El experimento se condujo utilizando un disefio completamente al azar en arreglo factorial con 10
frascos por tratamiento. Se aplico el anlisis de varianza a los resultados de la prueba; la existencia de
diferencias significativas se evalu¢ a traves de la prueba de Duncan en el programa SPSS estadisticas
22.0.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Bajo condiciones naturales, los embriones de J. neotropica presentan una baja capacidad de
germinacion y requieren de prolongados (40-60 dias) tratamientos pre-germinativos para escarificar y
romper la latencia del embrién (Quintero-Garcia, 2012). En este estudio, la germinacion de los
embriones se registré a partir del quinto dia, obteniéndose un porcentaje de germinacion del 80% a los
15 dias de la siembra.

Revista semestral de la DIUC 82



MASKANA, Vol. 5, No. 2, 2014

Las microplantulas tratadas con BAP produjeron més brotes que las tratadas con TDZ y sin
tratamiento (p < 0.05) (ver Tabla 1 y Fig. 1). No se registraron diferencias significativas (p = 0.05)
entre las concentraciones evaluadas. Las microplantulas no tratadas no produjeron ningun brote.

Tabla 1. Efecto de TDZ y BAP en la brotacion in vitro de Juglans neotropica.

_ indice ,Error Total de Minimo Maximo
Tratamiento promedio estandar del  brotes por brotes por brotes por
indice tratamiento  tratamiento  tratamiento
Control 0a* 0 0 0 0
TDZ a 0,05mg I* 0,50 a 0,21 9 0 4
TDZ a0,07mg I* 0,60 a 0,31 12 0 5
BAP a 0,05mg I 2,05b 0,37 31 1 7
BAP a 0,07mg I"* 2,80b 0,29 40 3 8

+ Valores seguidos por una misma letra en cada columna, no difieren significativamente (P>0,05) de
acuerdo a la Prueba de Rangos Multiples de Duncan.

Figura 1. Brotacion in vitro de Juglans neotropica: (a) Microplantula cultivada en DKW + 0.05 mg I™
TDZ; (b) Microplantula cultivada en DKW + 0.05 mg I BAP; (c) Microplantula cultivada en DKW +
0.07 mg I BAP.

En cultivo de tejidos in vitro, las cito-quininas inducen la division celular y tienen un papel
fundamental en el proceso de organogénesis (Hurtado y Merino, 1988; Mock, 2000). El papel de BAP
como una cito-quinina eficaz en la multiplicacion ha sido establecido en muchas plantas (Al-Mizory y
Mayi, 2012). TDZ ha tenido también un efecto positivo (75-87%) en la proliferacion de segmentos
nodales de Juglans nigra (Bosela y Michler, 2008). En este estudio, demostramos que tratando
microplantulas de J. neotropica con dos cito-quininas (BAP y TDZ) se incrementa el nimero de brotes
inducidos por microplantula. Resultados similares han sido reportados para Juglans regia,
obteniéndose entre 1,22 a 2,84 brotes por microplantula bajo diferentes concentraciones de BAP y
Kinetina por separado (Al-Mizory y Mayi, 2012). En nuestro estudio, el tratamiento de microplantulas
con BAP estimuld la brotacion en mayor medida, que el tratamiento con TDZ. Este efecto también ha
sido reportado en Juglans regia L. donde 0,5 mg I de BAP se establecié como tratamiento dptimo
para la etapa de proliferacion (Toosi y Dilmagani, 2010). EI maximo nimero de brotes en
microplantulas de J. regia también con BAP (2 mg I™") fue reportado por Al-Mizory y Mayi (2012).
Ademas, no detectamos diferencias en la induccion de brotes asociadas a las concentraciones de las
cito-quininas evaluadas. Explorar si se obtienen efectos similares a los reportados en otras especies de
Juglans a concentraciones menores de cito-quininas es Gtil para optimizar el proceso de propagacion
masiva en Juglans neotropica.
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4. CONCLUSIONES

El tratamiento de plantas con cito-quininas incrementa la brotacion in vitro en J. neotropica. La
brotacidn es sensible al tipo de cito-quinina utilizada, siendo BAP maés eficiente que TDZ para inducir
brotacién en microplantulas obtenidas de embriones germinados in vitro. En este estudio no se
reportaron diferencias entre los niveles de concentracion de cito-quinina en el medio. Los resultados
obtenidos contribuyen a la optimizacion del proceso de propagacion in vitro de esta especie para el
soporte de programas de reforestacion activos en el Austro.
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