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Resumen: El Ecuador provee de especies maderables
a paises de Asia y Oriente Medio cuya madera,
principalmente es la teca. Esta se exporta como materia
prima a la India quien acapara el grueso de las exportaciones
de los bosques de este arbol. Esta demanda promovio la
siembra indiscriminada de la teca ocasionando problemas
de tipo ambiental debido a que se realizaron cultivares
en diversas zonas sin un estudio previo y encima en
desmedro de otras especies como el pechiche, el mismo
fernan sanchez, moral, laurel, etc. Del arbol de pechiche
se extrae ademas de su madera, que es utilizada en la
construccion de viviendas, pisos, pilares, etc., su fruto que
es rico en polifenoles, muy apetecidos por su capacidad
antioxidante y porque ademads su contenido es empleado
en ciertos medicamentos denominados de origen natural.
El objetivo de la investigacion fue de inducir la produccion
de callos embriogénicos a partir de explantes foliares y
meristematicos de pechiche con fines de micropropagacion.
Se trata de wuna investigacion descriptiva, mixta,
correlacional y experimental. Para el analisis estadistico se
utilizoé el Software Infostat al 5% de probabilidad de error
tipo 1. Se obtuvo como resultado que los tejidos foliares
y meristematicos de pechiche si responden al estimulo
hormonal para obtener callos embriogénicos con fines de
micropropagacion con la concentracion hormonal a base
de 2,4 D y 6 BAP. Llegando a la conclusion que a través
de la presente investigacion se lograron obtener embriones
somaticos con capacidad de convertirse posteriormente en
plantulas listas para el trasplante.

Palabras clave: callos embriogénicos, madera, pechiche,
micropropagacion.

Abstract: Ecuador supplies timber species to countries in
Asia and the Middle East whose wood, mainly teak. This
is exported as a raw material to India, which accounts
for the bulk of exports from the forests of this tree. This
demand promoted the indiscriminate planting of teak,
causing environmental problems due to the fact that
cultivars were grown in various areas without prior study
and to the detriment of other species such as pechiche,
fernan sanchez himself, moral, laurel, etc. In addition
to its wood, which is used in the construction of houses,
floors, pillars, etc., its fruit is extracted from the pechiche
tree, which is rich in polyphenols, highly desired for its
antioxidant capacity and because its content is also used
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in certain medicinal products of natural origin. The
objective of the research was to induce the production
of embryogenic calli from foliar and meristematic
explants of pechiche for micropropagation purposes. It
is a descriptive, mixed, correlational and experimental
research. For the statistical analysis, the Infostat Software
was used at a 5% probability of type 1 error. The result
was that the foliar and meristematic tissues of pechiche
do respond to hormonal stimulation to obtain embryogenic
calluses for micropropagation purposes with the hormonal
concentration based on of 2.4 D and 6 BAP. Reaching the
conclusion that through the present investigation it was
possible to obtain somatic embryos with the capacity to
subsequently become seedlings ready for transplantation.

Keywords: embryogenic callus, wood, pechiche,
micropropagation

INTRODUCCION

1 rubro exportable de gran valor, en el Ecuador, entre las exportaciones no petroleras, es sin
duda la madera. La exportacion maderera se incremento hasta el 54% a partir del 2012 hasta
2017. Su crecimiento se incrementd desde USD 161 millones a USD 247,4 millones.

Los principales mercados internacionales del Ecuador, para la madera nacional son los paises
de Asia y Oriente Medio, siendo la India el destino del grueso de las exportaciones, de madera
(Valarezo, 2018).

Se han identificado que el pechiche (Vitex gigantea), planta forestal y maderera, ha disminuido
su poblacion, entre otras causas, porque no se han promovido su propagacion siendo una especie
endémica del pais y la region Gaibor, (2017).

Del arbol de pechiche se extrae ademas de su madera, que es utilizada en la construccion de
viviendas, pisos, pilares, etc. su fruto que es rico en polifenoles, muy apetecidos por su capacidad
antioxidante y porque ademas su contenido es empleado en ciertos medicamentos del grupo
denominado como “productos de origen natural”.

El interés por parte de los productores de viveros y plantas forestales de propagar especies con
alta demanda de los clientes, mas debido a la tendencia de los diversos usos como por ejemplo teca,
guayacan blanco, laurel entre otros, que repercute negativamente en la propagacion de plantulas de
muchas otras especies de gran utilidad como es el caso del pechiche y se debe principalmente al
desconocimiento de los multiples beneficios que presentan estas especies.

En las provincias de los Rios, Manabi, Guayas y Esmeraldas la informacion acerca del Vitex
gigantea es muy escasa. La poca informacion existente se encuentra muy dispersa, algunos
arboles de esta especie muy conocida sirven de alimento al papagayo de Guayaquil (Ara ambiguus
guayaquilensis) ave simbolo del puerto principal del Ecuador (Gaibor, 2017).

Este mismo autor recalca que se debe impulsar la reforestacion paulatina con el pechiche para
garantizar la supervivencia del colibri nombrado como Estrellita Esmeraldefia (Chaetocercus
berlepschi), especie en peligro de extincion, cuya principal fuente de alimentos es la flor del
pechiche.

En la zona de Milagro y sus alrededores no se encuentran arboles de la especie V. gigantea en
la misma proporcion de la teca (Tectona grandis), guayacan blanco (Tabebuia chrysantha,) fernan
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sanchez (Triplaris cumingiana Fisch), laurel (Laurus nobilis), clavellin, (Pseudobombax ellipticum)
etc., de hecho, en los predios de la Ciudad Universitaria Milagro apenas existe un arbol de
pechiche, pareciera como que la poblacion de éstos se estuviera reduciendo.

Mediante la propagacion in vitro se pueden obtener y multiplicar las plantas no s6lo de interés
econdmico sino también de aquellas en peligro de extincién o de poblacion reducida.

Por otro lado, el uso de fitohormonas constituye en una via para incentivar a los tejidos vegetales
a desarrollarse y multiplicarse por lo que se asume que el pechiche no puede estar ajeno a este
proceso.

Es necesario, por lo tanto, impulsar su propagacion para contar con este arbol cuyos beneficios
abarcan ademas la explotacion de su fruto, rico en antioxidantes naturales, como conserva y
variados usos medicinales.

Se espera que los tejidos foliares y meristematicos de pechiche respondan al estimulo hormonal
para obtener callos embriogénicos con fines de micropropagacion.

El proposito de la investigacion fue la de inducir la produccion de callos embriogénicos a partir de
explantes foliares y meristematicos de pechiche con fines de micropropagacion.

METODOLOGIA

Se evaluo el comportamiento de dos tipos de explantes bajo seis concentraciones de dos hormonas
diferentes. Las variables de respuesta fueron: Formacién de callos, masas de callos, estado de los
callos y tiempo de formacion.

Los tratamientos se formaron por la combinacion del factor A que estuvo representado por la
auxina 2,4 Diclorofenoxiacético (2-4D), cuyas dosis se establecieron en funcion de lo publicado
por Espinosa, (2012). El factor B represent6 a la citocinina 6-Bencilaminopurina (BAP), siendo
sus dosis también seleccionadas de la bibliografia pertinente publicada por Martinez, (2012). Como
factor C se consider6 el tipo de explante definido por las partes: meristemos y hojas nuevas de
plantas en estado de desarrollo. Las dosis de las hormonas consideradas, asi como las combinaciones
de los 3 factores se detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Combinaciones factoriales (tratamientos) evaluadas

No. Facto A (2,4 D) | Factor B (6-BAP) Factor C Combinacion
mg/L! mg/L! (explante) AxBxC
1 al:0.1 b1:0.1 cl: Foliar alblcl
2 a2:0.2 b1:0.1 cl: Foliar a2blcl
3 a3:0.3 b1:0.1 cl: Foliar a3blcl
4 al:0.1 b2:0.2 cl: Foliar alb2cl
5 a2:0.2 b2:0.2 cl: Foliar a2b2cl
6 a3:0.3 b2:0.2 cl: Foliar a3b2cl
7 al:0.1 b1:0.1 c2: Meristemo alblc2
8 a2:0.2 b1:0.1 c2: Meristemo a2blc2
9 a3:0.3 b1:0.1 c2: Meristemo a3blc2
10 al:0.1 b2:0.2 ¢2: Meristemo alb2c2
11 a2:0.2 b2:0.2 c2: Meristemo a2b2c2
12 a3:0.3 b2:0.2 c2: Meristemo a3b2c2
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Este ensayo, daba la condicion de laboratorio bajo la cual se llevo a cabo, se utilizé un disefio
completamente al azar, generandose un total de 36 unidades experimentales compuestas por el
nimero de tratamientos (Tabla 1), los cuales se valoraron con tres repeticiones cada una. Por las
combinaciones factoriales, el experimento se represent6 por el arreglo 3*2%2.

Cada unidad experimental estuvo representada por 25 ml de medio de cultivo de Murashige y
Skoog (1962), utilizando envases plasticos.

El Adeva del experimento fue el siguiente:

Tabla 2. Adeva del experimento

F.de V. Gl

Factor A (2,4 D) (a-1) 2
Factor B (6-BAP) (b-1) 1
Factor C (Explantes) (c-1) 1
Interaccion A x B (a-1) (b-1) 2
2

1

Interaccion A x C (a-1) (c-1)
Interaccion B x C (b-1) (c-1)
Error experimental 26
Total, abcr-1 35

Materiales

Material de vidrio, contenedores plasticos de 150 mL, gasa, plastifilm, papel aluminio y algodon.
El material vegetal se obtuvo de dos plantas de pechiche recolectadas de un vivero comercial del
canton Milagro.

La planta en el vivero se trat6 con el fungicida Captan al 0.1 % en una disolucién con agua
destilada con cuatro aplicaciones con un intervalo de ocho dias. Ademas, se regd cada dos dias
a razon de 20 mL de agua con aporte de Claxus (aminoacidos, hormonas de crecimiento y micro
minerales) en dosis de 0.1 % cada ocho dias. Los tejidos evaluados fueron meristemos y hojas
jovenes de la copa de la planta. El protocolo para procesar la asepsia de los explantes consistio en
abundante agua y detergente comercial aniénico a una concentracion de 1 % por 15 min, luego
se sumergio en una solucion de NaClO al 2 %, posteriormente se coloco en etanol al 70 % por 30
segundos y después del lavado triple con agua destilada estéril se volvio a lavar con agua destilada
estéril con 2 gotas de Tween 80 (Bio Pack, Argentina) en 100 mL de agua destilada estéril durante 10
min., para lavarlos finalmente 5 veces con agua destilada estéril.

Para la induccion de callos se empleé como base 4.25 g/L'medio Murashige y Skoog MS (1962)
con vitaminas (Phyto Technology Laboratories, USA), mas 10 mL/L"' de agua de coco, 30 g/L"'de
sacarosa, 8 g/L"! de agar-agar y el complejo hormonal de los tratamientos, ajustado a un pH de 5.8. El
medio fue distribuido en los envases experimentales (vasos plasticos transparentes) y esterilizado
por 20 min en autoclave a 121 °C.

Para la iniciacion de los callos se empled diferentes concentraciones de acido 2-4
DIclorofenoxiacético (2-4D) y 6- Bencilaminopurina (BAP) y a pH 5.8 en condiciones de
oscuridad total por 6 dias. A partir de alli se manej6 un fotoperiodo de 16 horas de oscuridad y 8 de
luz blanca artificial durante 118 dias con tres reemplazos de medio fresco.

La valoracion estadistica de las variables evaluadas en el ensayo se realizdo mediante el analisis de
varianza, cuyo modelo se planted considerando tanto el disefio experimental utilizado como el arreglo
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factorial evaluada el cual puede observarse en la tabla 2. La comparacion de medias se realizé
mediante el test de Duncan. Estos analisis se desarrollaron utilizando el software estadistico
Infostat, al 5 % de probabilidad de error tipo 1.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 3 a continuacidon se presentan los resultados del efecto de la hormona 2,4 D en el
tiempo expresado en dias de obtencion de los callos provenientes de tejido vegetal de pechiche los
cuales no presentaron significancia mediante el test de Duncan p_; .. En esta tabla se observa que
la concentracion 0,3 mg/L presentd un valor de 87,92 dias que fue el menor tiempo de obtencion de los
callos frente a la concentracion 0,1 mg/L que demor6 105 dias en la calloformacion.

Tabla 3. Efecto del factor A (hormona 2,4 D) en el tiempo de induccion
de callos a partir de explantes de pechiche (Vitex gigantea)

Factor A (2,4 D) Medias n E.E
al: 0.1 mg/L 105,00a 12 11,14
a2: 0.2mg/L 95,58a 12 11,14
a3: 0.3 mg/L 87,92a 12 11,14
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Test: Duncan Alfa=0,05 Error: 1489,2500 gl: 24

En la Tabla 4 se exhiben los resultados del efecto de la hormona 6-BAP en el tiempo de
calloformacion expresado en dias los cuales no mostraron significancia entre tratamientos
mediante la prueba de Duncan p_, .. Se observo que la concentracion 0,1 mg/L presentd un
tiempo de 84,39 dias que fue mucho menor frente a la concentracion 0,2 mg/L que demord 107,94
dias.

Tabla 4. Efecto del factor B (hormona 6-BAP) en el tiempo de induccion
de callos a partir de explantes de pechiche (Vitex gigantea)

Factor B (6-BAP) Medias n E.E
b2: 0.2mg/L 107,94a 18 9,10
bl: 0.1mg/L 84,39a 18 9,10

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Test: Duncan Alfa=0,05 Error: 1489,2500 gl: 24

En la Tabla 5 se muestran los resultados del efecto del tipo de explante en el tiempo de
formacion de callo expresado en dias los cuales no mostraron significancia entre tratamientos
mediante la prueba de Duncan p_j , sin embargo se pudo constatar que el tejido meristematico
(c2) present6 un tiempo de 95,39 dias siendo menor en contraste con el explante foliar que demord
96,94 dias.
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Tabla 5. Efecto del factor C (tipo de explante) en el tiempo de induccion
de callos a partir de tejido de pechiche (Vitex gigantea)

Factor C (Explante) Medias n E.E
cl: foliar 96,94a 18 9,10
¢2: meristemo 95,39a 18 9,10

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Test: Duncan Alfa=0,05 Error: 1489,2500 gl: 24

En la Tabla 6 se muestran los resultados del efecto combinado del factor A (2,4 D) con el factor B
(6-BAP) en el tiempo de formacion de la masa de callo expresado en dias de induccion los cuales
no mostraron significancia entre tratamientos mediante la prueba de Duncan p_ . sin embargo se
pudo apreciar que la combinacion 0,3 mg/L de la auxina 2,4 D con 0,1 mg/L de la citocinina 6-BAP
presentd un menor tiempo de 58,50 dias en la calloformacion siendo menor en contraste con las
demas combinaciones.

Tabla 6. Efecto combinado del factor A (hormona 2,4 D) mas el factor B (hormona 6-BAP)
en el tiempo de induccidn de callos a partir de explantes de pechiche (Vitex gigantea)

F(;joll;f Factor B (6-BAP) Medias n E.E
al: 0.1 mg/L bl: 0.1mg/L 117,67a 6 15,75
a3: 0.3 mg/L b2: 0.2mg/L 117,33a 6 15,75
a2: 0.2mg/L b2: 0.2mg/L 114,17a 6 15,75
al: 0.1 mg/L b2: 0.2mg/L 92,33a 6 15,75
a2: 0.2mg/L bl: 0.1mg/L 77,00a 6 15,75
a3: 0.3 mg/L bl: 0.lmg/L 58,50a 6 15,75
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Test: Duncan Alfa=0,05 Error: 1489,2500 gl: 24

En la Tabla 7 se muestran los resultados del efecto combinado del factor A (2,4 D) con el factor C
(tipo de explante: foliar y meristematico) en el tiempo de formacion de la masa de callo expresado
en dias de induccion los cuales no mostraron significancia entre tratamientos mediante la prueba de
Duncan p_, , no obstante se pudo estimar que la combinacion 0,2 mg/L de la auxina 2,4 D con
tejido meristematico presentd un menor tiempo de 75,36 dias en la formacion de la masa de callo
siendo menor frente a las demds combinaciones mientras que la concentracion 0,2 mg/L alcanzd el
mayor tiempo (115,83 dias) de induccion en el explante foliar.

Tabla 7. Efecto combinado del factor A (hormona 2,4 D) mas el factor C (tipo de explante)
en el tiempo de induccion de callos a partir de tejido de pechiche (Vitex gigantea)

Factor A (2,4-D) | Factor C (Explante) Medias n E.E
a2: 0.2mg/L cl: foliar 115,83a 6 15,75
al: 0.1 mg/L c2: meristemo 113,67a 6 15,75
a3: 0.3 mg/L ¢2: meristemo 97,17a 6 15,75
al: 0.1 mg/L cl: foliar 96,33a 6 15,75
a3: 0.3 mg/L cl: foliar 78,67a 6 15,75
a2: 0.2mg/L ¢2: meristemo 75,33a 6 15,75

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test: Duncan Alfa=0,05 Error: 1489,2500 gl: 24
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En la Tabla 8 se presentan los resultados del efecto combinado del factor B (6-BAP) con el factor
C (tipo de explante: foliar y meristematico) en el tiempo de calloformacion expresado en dias de
induccion los cuales no mostraron significancia entre tratamientos mediante la prueba de Duncan
Py SIN embargo se pudo considerar que la combinacion 0,1 mg/L de la citocinina 6-BAP con el
tejido meristematico presentd un menor tiempo de 78 dias en la formacion de la masa de callo la
cual fue menor en relacion a las demas combinaciones. Por su parte la peor respuesta expresado en
el mayor tiempo de induccion 112,78 se obtuvo concentracion 0,2 mg/L de 6-BAP combinado con el
tejido meristematico llegd a durar un tiempo de 112,78 dias) en la obtencién de los callos.

Tabla 8. Efecto combinado del factor B (hormona 6-BAP) mas el factor C (tipo de explante)
en el tiempo de induccién de callos a partir de tejido de pechiche (Vitex gigantea)

Factor B (6-BAP) | Factor C (Explante) Medias n E.E
b2: 0.2mg/L ¢2: meristemo 112,78a 9 12,86
b2: 0.2mg/L cl: foliar 103,11a 9 12,86
bl: 0.1mg/L cl: foliar 90,78a 9 12,86
bl: 0.1mg/L c2: meristemo 78,00a 9 12,86

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test: Duncan Alfa=0,05 Error: 1489,2500 gl: 24

En la Tabla 9 se exponen los resultados del efecto combinado del factor A (2,4 D), el factor B
(6-BAP) y el factor C (tipo de explante: foliar y meristematico) en el tiempo de calloformacion
expresado en dias de induccion los cuales no mostraron significancia entre tratamientos mediante la
prueba de Duncan p_ , an a pesar de eso se obtuvo que la combinacion 0,2 mg/L del 2,4 D mas
0,1 mg/L de la citocinina 6-BAP con el tejido meristematico presentd un menor tiempo de 38,3 dias
en la formacion de la masa de callo la cual fue inferior frente a las demds combinaciones. El mayor
tiempo de respuesta en la calloformacion correspondio a 118,00 dias obtenido con la combinacion
de 0,3 mg/L del factor A, 0,2 mg/L del factor B en el explante foliar (factor C2).

Tabla 9. Efecto combinado del factor A (hormona 2,4 D), mas el factor B (hormona 6-BAP) mas el factor
C (tipo de explante) en el tiempo de induccion de callos a partir de tejido de pechiche (Vitex gigantea)

Factor A (2,4-D) l;‘:_c};(:‘P])B (]l;i;‘i(;:lii) Medias n E.E
a3: 0.3 mg/L b2: 0.2mg/L cl: foliar 118,00a 3 22,28
al: 0.1 mg/L bl: 0.1mg/L c2: meristemo 118,00a 3 22,28
al: 0.1 mg/L bl: 0.1mg/L cl: foliar 117,33a 3 22,28
a3: 0.3 mg/L b2: 0.2mg/L ¢2: meristemo 116,67a 3 22,28
a2: 0.2mg/L b2: 0.2mg/L cl: foliar 116,00a 3 22,28
a2: 0.2mg/L bl: 0.lmg/L cl: foliar 115,67a 3 22,28
a2: 0.2mg/L b2: 0.2mg/L c2: meristemo 112,33a 3 22,28
al: 0.1 mg/L b2: 0.2mg/L c2: meristemo 109,33a 3 22,28
a3: 0.3 mg/L bl: 0.1mg/L ¢2: meristemo 77,67a 3 22,28
al: 0.1 mg/L b2: 0.2mg/L cl: foliar 75,33a 3 22,28
a3: 0.3 mg/L bl: 0.1mg/L cl: foliar 39,33a 3 22,28
a2: 0.2mg/L bl: 0.1mg/L ¢2: meristemo 38,33a 3 22,28

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Test: Duncan Alfa=0,05 Error: 1489,2500 gl: 24
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En la Tabla 10 a continuacion se presentan los resultados del efecto de la hormona 2,4 D en el
diametro (cm) de los callos provenientes de tejido vegetal de pechiche los cuales no presentaron
significancia mediante ¢l test de Duncan p_ . siendo todos iguales entre si con un valor de 1,28 cm.

Tabla 10. Efecto del factor A (hormona 2,4 D) en el didmetro ajustado de los
callos provenientes de tejido vegetal de pechiche (Vitex gigantea)

Factor A (2,4 D) Medias n E.E
a2: 0.2mg/L 1,28a 12 0,11
al: 0.1 mg/L 1,28a 12 0,11
a3: 0.3 mg/L 1,28a 12 0,11
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Test: Duncan Alfa=0,05 Error: 0,1478 gl: 24

En la Tabla 11 se muestran los resultados del efecto de la hormona 6 BAP en el diametro
(cm) de los callos provenientes de tejido vegetal de pechiche los cuales no presentaron significancia
mediante el test de Duncan p_ . Sin embargo el factor b2 (0,2 mg/L) de 6 BAP logr6 un mayor
didmetro de 1,67 cmy el bl (0,1 mg/L) apenas alcanz6 0,82 cm.

Tabla 11. Efecto del factor B (hormona 6-BAP) en el diametro ajustado de los
callos provenientes de tejido vegetal de pechiche (Vitex gigantea)

Factor B (6-BAP) Medias n E.E
b2: 0.2mg/L 1,67a 18 0,09
bl: 0.1mg/L 0,82a 18 0,09

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Test: Duncan Alfa=0,05 Error: 0,1478 gl: 24

En la Tabla 12 se exhiben los resultados del efecto del tipo de explante en el didmetro (cm)
de los callos los cuales no presentaron significancia segun Duncan p_, . No obstante el tejido
meristematico se comportd mejor con un diametro de 1,387 cm mientras que el tejido foliar apenas
alcanzo un valor de 1,11 cm.

Tabla 12. Efecto del factor C (tipo de explante) en el diametro ajustado de los
callos provenientes de tejido vegetal de pechiche (Vitex gigantea)

Factor C (Explante) Medias n E.E
¢2: meristemo 1,38a 18 0,09
cl: foliar 1,11a 18 0,09

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Test: Duncan Alfa=0,05 Error: 0,1478 gl: 24

En la Tabla 13 se observan los resultados del efecto combinado entre el factor A y el B en el
diametro (cm) de los callos los cuales presentaron significancia de acuerdo con el test de Duncan
P, La combinacion a3b2 mostré un mejor comportamiento en cuanto al didmetro alcanzado el
cual fue de 1,82 mientras que la combinacion a3bl llegd a medir 0,55 cm.
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Tabla 13. Efecto combinado del factor A (hormona 2,4 D) y el factor B (hormona 6-BAP) en el
diametro ajustado de los callos provenientes de tejido vegetal de pechiche (Vitex gigantea)

Factor A (2,4-D) Factor B (6-BAP) Medias n E.E

a3: 0.3 mg/L b2: 0.2mg/ 1,82a 6 0,16

a2: 0.2mg/L b2: 0.2mg/L 1,73a 6 0,16

al: 0.1 mg/L b2: 0.2mg/L 1,45ab 6 0,16

al: 0.1 mg/L bl: 0.lmg/L 1,10bc 6 0,16

a2: 0.2mg/L bl: 0.lmg/L 0,82cd 6 0,16

a3: 0.3 mg/L bl: 0.1mg/L 0,55d 6 0,16

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Test: Duncan Alfa=0,05 Error: 0,1478 gl: 24

En la Tabla 14 se observan los resultados del efecto combinado entre el factor A y el C en el
didmetro (cm) de los callos, los cuales si presentaron significancia de acuerdo con el test de Duncan
P, La combinacion alc2 mostro una mejor posicion al ubicarse con el diametro de 1,60 mientras
que la combinacion a3cl fue la de menor didmetro al medir 0,82 cm.

Tabla 14. Efecto combinado del factor A (hormona 2,4 D) y el factor C (tipo de explante) en el
diametro ajustado de los callos provenientes de tejido vegetal de pechiche (Vitex gigantea)

Factor A (2,4-D) Factor C (Explante) Medias n E.E
al: 0.1 mg/L c2: meristemo 1,60a 6 0,16
a2: 0.2mg/L cl: foliar 1,57a 6 0,16
a3: 0.3 mg/L ¢2: meristemo 1,55a 6 0,16
a2: 0.2mg/L ¢2: meristemo 0,98b 6 0,16
al: 0.1 mg/L cl: foliar 0,95b 6 0,16
a3: 0.3 mg/L cl: foliar 0,82b 6 0,16
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Test: Duncan Alfa=0,05 Error: 0,1478 gl: 24

En la Tabla 15 se observan los resultados del efecto combinado entre el factor B y el C en el
diametro (cm) de los callos, los cuales mostraron diferencias significativas en concordancia con el
test de Duncan p_, , La combinacion b2¢2 superé a las demas con el diametro de 1,96 mientras que
la combinacion blc2 alcanzo6 un diametro de 0,80 cm.

Tabla 15. Efecto combinado del factor B (hormona 6-BAP) y el factor C (tipo de explante) en el
diametro ajustado de los callos provenientes de tejido vegetal de pechiche (Vitex gigantea)

Factor B (6-BAP) Factor C (Explante) Medias n E.E
b2: 0.2mg/L c2: meristemo 1,96a 9 0,13
b2: 0.2mg/L cl: foliar 1,38b 9 0,13
bl: 0.1mg/L cl: foliar 0,84¢ 9 0,13
bl: 0.lmg/L c2: meristemo 0,80¢ 9 0,13
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Test: Duncan Alfa=0,05 Error: 0,1478 gl: 24

En la Tabla 16 se exhiben los resultados del efecto combinado del factor A (2,4 D), el factor B (6-
BAP) y el factor C (tipo de explante: foliar y meristematico) en el diametro de los callos expresados
en centimetros los que si mostraron significancia entre tratamientos segun el test de Duncan (p_ ;)
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Se puede apreciar que la combinacién a3b2c2, es decir, 0,3 mg/L del 2,4 D mas 0,2 mg/L de la
citocinina 6-BAP con el tejido meristematico logré el mayor diametro ajustado de la masa de
callos cuyo valor fue de 2,17 cm mientras que la peor fue a3blcl (0,3 mg/L de 2,4 D; 0,1 mg/L de
6-BAP en el tejido foliar) que apenas logro una dimensién de 0,17 cm.

Tabla 16. Efecto combinado del factor A (hormona 2,4 D), mas el factor B (hormona 6-BAP) mas el factor
C (tipo de explante) en el didmetro ajustado de los callos a partir de tejido de pechiche (Vitex gigantea)

Factor A (2,4-D) l(Tg_c];(:Pl); (E::;lti) Medias n E.E
a3: 0.3 mg/L b2: 0.2mg/L ¢2: meristemo 2,17a 3 0,22
al: 0.1 mg/L b2: 0.2mg/L ¢2: meristemo 2,00ab 3 22,28
a2: 0.2mg/L b2: 0.2mg/L cl: foliar 1,77abc 3 22,28
a2: 0.2mg/L b2: 0.2mg/L ¢2: meristemo 1,70abed 3 22,28
a3: 0.3 mg/L b2: 0.2mg/L cl: foliar 1,47abcde 3 22,28
a2: 0.2mg/L bl: 0.lmg/L cl: foliar 1,37bcde 3 22,28
al: 0.1 mg/L bl: 0.1mg/L c2: meristemo 1,20cde 3 22,28
al: 0.1 mg/L bl: 0.1mg/L cl: foliar 1,00de 3 22,28
a3: 0.3 mg/L bl: 0.1mg/L ¢2: meristemo 0,93ef 3 22,28
al: 0.1 mg/L b2: 0.2mg/L cl: foliar 0,90ef 3 22,28
a2: 0.2mg/L bl: 0.lmg/L c2: meristemo 0,27fg 3 22,28
a3: 0.3 mg/L bl: 0.lmg/L cl: foliar 0,17g 3 22,28

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Test: Duncan Alfa=0,05 Error: 1489,2500 gl: 24

En la Tabla 17 se exponen los resultados relacionados con el porcentaje de formacién de embriones
a partir de los callos como resultado del efecto combinado de los tres factores A (2,4 D), B (6-BAP) y
C (tipo de explante: foliar y meristematico) donde se obtuvo que las combinaciones a3b2c2, a2b2¢2 y
alblc2 lograron el 100 % de formacion de embriones, las combinaciones alblcl, alb2cl, a2b2cl, a3blc2
y alb2c2 formaron el 66 % de embriones, las combinaciones a2blcl y a2blc2 constituyeron el 33 % de
embriones mientras que la a3blcl no logré formar ningtin embrion.

Tabla 17. Porcentaje de formacion de embriones provenientes de los
callos de tejido vegetal de pechiche (Vitex gigantea)

No. Tratamientos Formacion embriones (%)
1 alblcl 66
2 a2blcl 33
3 a3blcl 0
4 alb2cl 66
5 a2b2cl 66
6 a3b2cl 66
7 alblc2 100
8 a2blc2 33
9 a3blc2 66
10 alb2c2 66
11 a2b2c2 100
12 a3b2c2 100

Celi, 2021
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De acuerdo a los resultados obtenidos y al analisis estadistico planteado no se detectd significancia
(p_y,s) €ntre los tratamientos para el efecto individual y combinado de los factores A (2,4 D), B (6-
BAP) y C (explante) para el menor tiempo de calloformacion, sin embargo, numéricamente y de
manera individual la mayor concentracion de 2,4 D (0.3 mg/L) logrd inducir en menor tiempo (87.92
dias) la formacion de callos, contrariamente la menor dosis 0.1 mg/L de 6-BAP indujo la formacion
de callo mientras que el mejor comportamiento en menor tiempo lo mostro el tejido meristematico.
El mejor efecto combinado de los 3 factores lo exhibid el a2blc2 es decir 0.2 mg/L de 2,4 D mas 0,1
mg/L de 6-BAP mas el tejido meristematico logrando formar callos en 38.33 dias. Se ha informado
que dosis bajas (< 1mg/L) de 6 BAP con dosis mas elevadas de auxinas en especial del 2,4 D han
inducido de manera eficiente la produccion de callos en diversos explantes de plantas con formacion
de brotes apicales.

Un comportamiento similar pero con dosis hormonales diferentes y en mayores tiempos
de induccion presentd el estudio de Arzate y Mejia (2011) quienes registraron un crecimiento
mas acelerado de callo en tratamientos suplementados con 2.0 y 3.0 mg L' de 2,4-D, sobre todo
cuando contenian 1.0 mg L' de 6-BAP; los callos obtenidos a los 60 de iniciada la induccion
en los tratamientos formulados con medio Murashige y Skoog adicionado con vitaminas, bajo las
concentraciones y combinaciones Optimas antes sefialadas.

Los mismos autores informan que las citocininas favorecen principalmente la formacion de brotes
debido a que en el tratamiento donde no se logr6 la formacion de callos sdlo se empled 6- BAP pero
se desarroll¢ tejido apical sin crecimiento de raiz.

En el presente estudio se pudo observar el efecto hormonal de la auxina mas la citocinina y de la
misma hormona en el explanto meristematico en dosis de 0,3 y 0,1 mg/L respectivamente el que
presento el menor tiempo de induccidn frente a las demas combinaciones (tratamientos). Por su parte
la citocinina tuvo el mismo comportamiento en el explante meristematico.

Espinosa, (2012) logré la formacion de los callos embriogénicos en explantes de hojas y tallos de
Morus alba (mora) con concentraciones de 1,0 y 2,0 mg.L! de 2,4-D. Sin embargo estos mismos
autores resaltan que la formacion de callos en M. alba depende del genotipo, el tipo de explante
y los reguladores del crecimiento utilizados y que los mejores explantes son los provenientes de las
hojas curiosamente la dosis de 6 BAP empleada como acompaiiante en el complejo hormonal fue
de 0,5 mg.L"! con la cual se alcanzé hasta un 100 % de formacion de callos.

Los diametros de los callos no mostraron significancia estadistica para el efecto individual de la
auxina (1,28 cm), aunque se observd el mismo comportamiento para la citocinina, los resultados
numéricos revelan que la dosis de 0,2 mg/L logré un mejor diametro (1,67 cm) al igual que el
explantes meristematico que se permitié un diametro de 1,38 cm aunque no present6d diferencia
estadistica frente al tejido foliar.

La combinacion de las hormonas con los explantes si presentd significancia a favor de la
combinacion 2,4 D (0,3 mg/L) y 6 BAP (0,2 mg/L) alcanzando un didmetro de 1,82 en relacion
con las demas dosis, similar al comportamiento entre la hormona auxina (0,1 mg/L) con el tejido
meristematico que lograron una medida de 1,60 cm al igual que la hormona citocinina con el mismo
tejido siendo aun mayor el didmetro conseguido (1,92 cm).

El efecto combinado de las hormonas auxina y citocinina (0,3 mg/L mas 0,2 mg/L respectivamente)
en el tejido del meristema utilizado obtuvo un didmetro de 2,17 cm considerandose el mejor efecto
obtenido en el estudio presentando diferencia estadistica significativa en el andlisis realizado.
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Suksa-Ard et al. (Citados por Espinosa, (2012) recalcan que la formacién y las caracteristicas de
los callos obedecen al tipo de explante. Estos autores consiguieron callos embriogénicos a partir de
segmentos de tallos de Dioscorea zingiberensis (conocido en el Caribe como fiame) utilizando 0,5
mg/L"' de 6 BAP y 2,0 mg.L! de 2,4- D, alcanzando una formacion del 87 % de callos.

Ortega y Korneva, (2010) consiguieron obtener vitroplantas a partir de multimeristemos y callos de
diferentes variedades de banano y platano (Musa spp.) a partir de meristemos apicales, las hormonas
utilizadas fueron una mezcla de acido indol acético AIA (0,3 mg/L") kinetina (0,2 mg/L") y acido
indol acético AIA (0,3 mg/L') mas 6 BAP (0,1 mg/L"). La planta de pechiche es muy apreciada
por la calidad de su madera como por lo sensorialmente agradable de su baya. Algunos reportes dan
cuenta de la riqueza de este fruto en antioxidantes. Los tejidos foliares y meristematicos de pechiche
si responden al estimulo hormonal para obtener callos embriogénicos con fines de micropropagacion
con la concentracién hormonal a base de 2,4 D y 6 BAP. Los callos transformados en embriones
obtenidos a partir de los explantos provenientes de meristemos presentaron mejor desarrollo
que los de tejido foliar. Se lograron obtener embriones somaticos con capacidad de convertirse
posteriormente en plantulas listas para el trasplante.
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