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Resumen

El género Polylepis representa una alta diversidad en Sudamérica, nueve especies se encuentran en Bolivia y apor-
tan a reducir la erosion, sirven de refugio y fuente de alimentacion de muchas especies, son fuente de carbon, estan
presentes en areas restringidas, tienen una reproduccion natural complicada y estan en peligro de extincion. Por tal
razén es importante realizar acciones para contribuir a su conservacion, por ejemplo, a través del cultivo in vitro. El
material vegetal (yemas) introducido a condiciones in vitro, que generd una mejor supervivencia (73,6%) y un 8,9%
de contaminacion fungica, fue el T2 (1,7% NaClO*20 min.). En la fase de multiplicacion el T3 (Chu et al., 1975 +
0.5 mg/l de AIB + 1 mg/l de AG3 + 1 mg/l de BAP) incentivo la formacion de 3,1 brotes, hecho que generd la mayor
altura logrando 12,9 mm y formo 7,8 hojas por brote subcultivado. Ademas en esta fase se detecto la presencia de una
bacteria endogena Gram negativa que se expresa a 32 +/- 2 °C de dificil control y letal.
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Abstract

The genus Polylepis is highly diverse and is restricted to South American countries, such as Bolivia where nine spe-
cies have been documented. The contribution to the decrease of soil erosion and its use as food source and refuge for
many species have long been recognized. But the harvesting of the plant as a combustible source and its complicated
natural reproduction process comprise the survival of different populations. So in vitro culture methods, represent an
important strategy to obtain vegetal material for reforestation purposes in natural areas. In vitro culture of this species
using buds as explants was carried out. The best results in terms of survival (73,6%) and low fungal contamination
(8,9%) were obtained with T2 (disinfection with 1,7% NaClO*20 min.). During multiplication phase, T3 prompted
the development of 3,1 shoots, 7,8 leaves per subcultured shoot and an average height of 12,9 mm. Un expectedly, at
this phase the presence of an endogenous gram-negative bacteria at 32+/-2°C was detected and inefficiently controlled.

Keywords: Polylepis, microprogation and conservation.
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Introduccion

Los bosques de Polylepis representan una parte
importante de la biodiversidad de Sudamérica;
en Bolivia son considerados como el tipo de ha-
bitat méas amenazado. Estimaciones indican que
menos del 10% de la extension original sobrevi-
ve actualmente. Hasta el afo 1996 en el género
Polylepis se registraron 20 especies, de las cua-
les se conocen 10 en el Pert, 9 en Ecuador y 9
en Bolivia, que conforman relictos boscosos en
diversos ecosistemas de alta montafia, gracias a
su adaptacion morfoldgica y fisiologica.

Los bosques de Polylepis cumplen un impor-
tante rol ecoldgico como participar activamente
contra los procesos de erosion, ademas que son
refugio y fuente de alimento para muchas espe-
cies (Fjeldsa & Kessler, 1996). Actualmente,
las poblaciones campesinas contindan en una
relacion muy estrecha con dichos bosques, ya
que dependen fuertemente de ellos para la pro-
vision de lefia, carbon y agua; lo que conlleva-
ria la degradacion y desaparicion de la especie,
al igual que la fauna y flora que sobreviven es-
pecificamente en estos ecosistemas.

Bajo condiciones naturales su recuperacion es
complicada, debido a que la semilla presenta
bajo poder germinativo, segin investigaciones
realizadas por Prettell (1985) en Pert, Polylepis
incana presento valores de germinacion entre 2
a 4%; de acuerdo a experiencias realizadas en
Argentina, Guzman (2006) report6 un 3,1% de
germinacion en Polylepis tomentella. Asimis-
mo, presentan una dispersion pobre de semillas
(Aguirre, 1988; Brauer, 1986, citados por Cruz,
1999) y, por otro lado, las plantulas tienden a
ser consumidas por el ganado presente en el lu-
gar, lo que hace que su reproduccion se efecttie
a largo plazo.

Polylepis pepei es un arbusto o arbol pequefio
que puede llegar hasta 4 m, parece una minia-
tura de Polylepis sericea; se distingue por pre-
sentar foliolos mas pequeiios y menos numeros,
con frutos caracteristicos con bordes torcidos

con abultamientos (pero sin espinas). Es una
especie rara, conocida solo entre los 3.450 a
4.100 msnm en el limite superior de los bosques
de Yungas, en la zona de transicion desde los
bosques a la zona de la puna, y a menudo cre-
ce junto con otros arboles pequefios tales como
Escallonia o Gynoxys spp, y prefiere areas con
niebla (Simpson, 1979). De acuerdo con estu-
dios ornitologicos en la region altoandina de
Bolivia, mas de 110 especies de aves utilizan
los bosques de Polylepis y cerca de 40 especies
dependen exclusivamente de estos como de P,
pepei, en el cual habita Nairetes (ave en peligro
de extincion).

Para ayudar a la recuperacion de las especies
Polylepis se ha optado por realizar técnicas de
cultivo in vitro, que podrian conseguirse en un
corto y mediano plazo bajo condiciones de la-
boratorio, donde se utilizan los componentes y
condiciones ambientales mas adecuados para
la propagacion de la especie estudiada, libre de
patégenos y enfermedades (Vega, 2004). Sin
embargo, uno de los mayores obstaculos para el
establecimiento a condiciones in vitro es la con-
taminacion, para ello se recomienda desinfectar
los explantes previo a la inoculacion en el me-
dio de cultivo, ya que los contaminantes pueden
afectar en el desarrollo y sobrevivencia de los
explantes, al competir con ellos o generar modi-
ficaciones en el medio. También es importante
mencionar que la mayoria de las especies fores-
tales en condiciones in vitro presenta problemas
de oxidacion fenolica (Darias, 1993), hecho que

afecta el establecimiento de los explantes.

En anteriores investigaciones Vega et al.
(2004) han desarrollado un protocolo adecua-
do para la multiplicaciéon en Polylepis racemo-
sa, P. besseri, P. tomemtella y P. tarapacana,
donde determinaron que el medio de cultivo de
TL (Tremblay & Lalonde, 1984) fue el que se
generd mayor cantidad de brotes en las cuatro
especies en estudio; de forma similar, este me-
dio cultivo empleado favoreci6é en una mayor
cantidad de brotes en P. tomentella ssp nana
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(Vega et al., 2007). En ese sentido, el presen-
te trabajo tiene como finalidad estandarizar
el proceso de desinfeccion de las yemas de
Polylepis pepei, al igual que su establecimien-
to y posterior multiplicacién en condiciones in
vitro.

Metodologia
Fase de campo

La colecta del material vegetal se realizo en los
bosques de Lampayani, donde se encuentra una
poblacion representativa de P. pepei con un area
total de bosque de 10 Ha, ubicada alrededor de
la comunidad Keara en la provincia Franz Ta-
mayo, dentro del Parque Nacional y Area de
Manejo Integral Madidi del departamento de
La Paz. El bosque de Lampayani se encuentra
a lo largo de la Cordillera Real, estas regiones
presentan un relieve de montafia que incluye
mesetas de altura y suaves valles con un rango
de altitud entre los 3.200 a 3.900 msnm, los am-
bientes abarcan vegetacion de tipo mayormente
arbustivo y herbaceo, y algunos grupos arbores-
centes como Polylepis spp. (Kefiua).

Inicialmente se realiz6 la seleccion de plantas
donadoras del material vegetal, viendo que los
arboles de P. pepei no muestren sintomas de en-
fermedades y que las ramas de los individuos
presenten yemas juveniles, es decir, que no se
encuentren en estado de floracion. Para evitar
sesgos de variabilidad genética se colectod las
ramas P. pepei de diferentes individuos dentro
del bosque de Lampayani.

Luego se procedid al corte de ramas P. pepei
con un largo que oscilaba entre los 20 a 30 cm
y cada rama tenia entre 1 a 3 yemas apicales;
seguidamente las ramas se colocaron en bolsas
de polietileno con agua dentro de una conser-
vadora con la finalidad de evitar la pérdida de
humedad de los tejidos, asi como también mini-
mizar los dafios mecanicos durante el transporte
hasta su llegada al laboratorio.

El trabajo de propagacion in vitro se desarrolld
en instalaciones de la Unidad de Biotecnologia
Vegetal del Instituto de Biologia Molecular y
Biotecnologia, dependiente de la Universidad
Mayor de San Andrés de la ciudad de La Paz.

Fase de laboratorio

Establecimiento de yemas de P. pepei a condi-
ciones in vitro

Las ramas con yemas de P. pepei se colocaron
en recipientes con agua para evitar su deshidra-
tacion, luego se escogieron y cortaron las yemas
apicales juveniles de cada rama, el procedimien-
to de desinfeccion utilizando fue el protocolo
establecido por Rocabado & Quezada (2004).
Seguidamente, dentro de la camara de flujo la-
minar se diseccioné la parte externa de las ye-
mas quitando el tejido necrodtico hasta obtener la
yema con tejido meristematico, posteriormente
se elimino la pubescencia del tallo y cortando el
mismo diagonalmente para su posterior siembra
en el medio de cultivo (Chu et al., 1975), el cual
fue suplementado con 0,5 mg/l de AIB, 1 mg/I
de AG3, 1 mg/l de BAP, 30 g/l de aztcar, 4,5 g/l
de agar y ajustado a un pH de 5,7+ 0,1.

Para una segunda introduccion durante la desin-
feccion se vario las concentraciones de hipoclo-
rito de sodio (NaClO) y tiempos de inmersion
en esta solucion cuyos tratamientos consistie-
ron en: T1 (1,5% NaClO*25 min.), T2 (1,7%
NaClO*20 min.) y T3 (2% NaClO*15 min.).
Durante esta fase se evaluaron: porcentaje de
contaminacion fingica y bacteriana, porcentaje
de sobrevivencia y grado de oxidacion.

Multiplicacion in vitro

Los explantes provenientes de la anterior fase
fueron sembrados en tres medios, para los dos
primeros se utilizo el medio basal TL (Tremblay
& Lalonde, 1984), en el cual se vario las con-
centraciones de los reguladores de crecimiento
cuyos medios correspondieron en: T1 (TL +
0,23 mg/l BAP + 0,1 mg/l AIB) y T2 (TL + 0,2
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mg/l BAP) y el tercer medio estaba constituido
por el medio basal (Chu et al., 1975) con 0,5
mg/l de AIB + 1 mg/l de AG3 + 1 mg/l de BAP
(T3). Pasado los 30 dias de siembra se evalua-
ron el nimero y altura de brotes y numero de
hojas/brote.

Resultados y discusion
Establecimiento in vitro

Efectividad de la desinfeccion de la primera
prueba de introduccion

La desinfeccion de los explantes fue efectiva
porque no se presentd contaminacion, sin em-
bargo, este tratamiento desinfectante (2% de
hipoclorito de sodio por 15 minutos) fue muy
agresivo con los explantes ya que redujo la so-
brevivencia a 31,5%..

Segunda prueba de introduccion:
Contaminacion fungica y bacteriana

El porcentaje de contaminacidon fungica vario
significativamente en relacion a los tratamien-
tos de desinfeccion (F=7,00; GL2’ 5100 P<0.001).
Ya que se evidencio, que en el tratamiento T3
(2% NaClO*15 min.) se presenté un menor por-
centaje de contaminacion (0,7%); y el mismo
resultod ser diferente a los otros dos tratamientos
desinfectantes. Esta solucion desinfectante uti-
lizada presentaba mayor concentracion de hipo-
clorito de sodio en comparacion con los demas
tratamientos, razon por la que el desinfectante
actud de manera mas eficiente en la elimina-
cion de los agentes patogenos. Sin embargo, en
los tratamientos desinfectantes T1 (1,5% Na-
CIO*25 min.) y T2 (1,7% NaClO*20 min.) se
presentd un 14,8% y 8,9% de contaminacion
fingica, respectivamente.

ElT1 los explantes estuvieron inmersos durante
un tiempo mas prolongado, pero con una menor
concentracion de hipoclorito de sodio, no obs-
tante este periodo de tiempo no llegd a ser su-

ficiente para tener una eficaz desinfeccion, por
lo tanto, podria obtenerse un mayor grado de
contaminacién con relacion al T2. No obstante,
el T2 a pesar de que la concentracion de hipo-
clorito de sodio fue relativamente mayor que T1
y con un tiempo de exposicion menor, la conta-
minacion fungica fue relativamente baja. Este
resultado hace suponer que la concentracion de
hipoclorito de sodio en P. pepei probablemente
sea un parametro determinante que el tiempo,
ya que los rangos de intervalo de 5 minutos que
tenia cada tratamiento al parecer no afectaron.

Por otro lado, no se observaron diferencias sig-
nificativas en cuanto a la contaminacion bacte-
riana de los diferentes tratamientos de desinfec-
cion (F=1,44; GL, , ,; P>0.001).

Oxidacion

El andlisis estadistico mostr6 diferencias es-
tadisticas en la oxidacion (F=3,63; GL, ,
P<0,001). La figura 1 muestra que T2 presento
mayor nimero de explantes con un nivel de oxi-
dacion 2 (la oxidacion es relativamente leve, la
cual no ocasiona la muerte de los explantes). La
oxidacioén se produce debido a un dafio mecani-
co al explante que conlleva a la liberacion de ra-
dicales libres como los fenoles, que se expresan
con un empardecimiento del medio de cultivo
que se inicia en las zonas cercanas al explante
y que puede extenderse por todo el medio como
consecuencia del proceso de oxidacion, pudien-
do llegar a impedir al explante la absorcion de
nutrientes a tal nivel que cause su muerte (Que-
zada, 2005, citado en Mamani, 2005).
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Figura 1. Porcentaje de explantes oxidados en tres trata-
mientos desinfectantes.

Figura 2. Grados de oxidacion a) Relativamente leve y
b) Leve (ambos grados no ocasionan muerte de los ex-
plantes).

Sobrevivencia

En relacién a los porcentajes de sobrevivencia
(figura 3), se evidencié que en los tres trata-
mientos de desinfeccion no difirieron entre si
(F=1,40; GL2,219; P>0,001). E1T2, T1 y T3 pre-

sentaron un 73,6%, 68,9% y 62,7% de sobrevi-
vencia, respectivamente.
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Figura 3. Porcentaje de sobrevivencia por tratamientos
de desinfeccion.

Al presentar un bajo porcentaje de sobreviven-
cia en P. pepei al emplear 2% de hipoclorito
de sodio por 15 minutos de desinfeccion pro-
bablemente este resultado se debid a que este
tratamiento desinfectante fue estandarizado
para yemas apicales de P. racemosa (Quezada
& Rocabado, 2005), que son de mayor tamafio
y con mayor pubescencia, por lo que el tejido se
encuentre menos expuesto a la accion agresiva
del desinfectante. Mientras que las yemas de P.
pepei, al ser mas pequefias y menos pubescen-
tes, son mas sensibles al desinfectante. En este
sentido, se puede sefialar que los explantes de
P. pepei no soportaron altas concentraciones de
hipoclorito de sodio, llegando de esta manera a

reducir la sobrevivencia.

El T3 (2% NaClO*15 min.) presentd mayor
efectividad en la desinfeccion, sin embargo,
también fue en el que se presentdé mayor por-
centaje de muerte de los explantes (30,4%) y de
estos sobrevivieron un 68,9%. En el T1 (1,5%
NaClO*25 min.) se perdieron los explantes por
contaminacion (14,8%) y un 22,5 por necrosis
y un 62,7 sobrevivieron. Sin embargo, el T2
(1,7% NaClO*20 min.) fue el mas eficiente tra-
tamiento desinfectante en las yemas de P. pepei
ya se logr6 establecer un 73,6% de explantes
con bajo porcentaje de contaminacion (8,9%) y
con relativo bajo porcentaje de explantes muer-
tos (17,5%).
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Fase de multiplicacion in vitro
Numero de brotes

El nimero de formados en los tres medios de
cultivo durante el primer subcultivo en P. pe-
pei no vari6 significativamente (F=2,71; GL2’ o
P>0,001). Sin embargo, se evidencia que en el
medio de cultivo (Chu et al., 1975) con 0,5 mg/1
de AIB + 1 mg/l de AG3 + 1 mg/l de BAP (T3)
presentd mayor cantidad de brotes que los otros
dos medios de cultivo, de los cuales el medio
basal de sales fue el medio TL (Tremblay & La-
londe, 1984), ver figuras 4y 5.
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Figura 4. Numero de brotes en diferentes medios de
cultivo T1 (TL + 0.23 mg/l BAP + 0,1 mg/l AIB), T2
(TL+ 0,2 mg/l BAP) y T3 (Chu et al. ,1975) + 0,5 mg/1
de AIB + 1 mg/l de AG, + 1 mg/l de BAP.

Comparando con otra especie del género Polyle-
pis que fueron sometidos al mismo medio de
cultivo del T1 (TL + 0,23 mg/l BAP + 0,1 mg/I

AIB) en P tomentela ssp nana (Vega et al.,
2007) formaron 6 brotes. Mientras que en P. pe-
pei fue 2 veces menor (2,3 brotes) en relacion a
P. tomentela ssp nana. Estos resultados sugieren
que la respuesta en cuanto al nimero de brotes
esta influenciado por el genotipo a cultivar y el
estado de desarrollo de la planta, tal como afirma
Pierik (1990).

No obstante, en un estudio realizado por Jara-
millo (2008) en P. microphylla en el medio de
cultivo T3 (Chu et al., 1975 + 0,5 mg/l de AIB
+ 1 mg/l de AG3 + 1 mg/l de BAP) obtuvo 2,9
brotes. Se podria sefialar que en P. pepei se ob-
tuvo un similar resultado ya que en la especie
en estudio se obtuvo 3,1 brote. Pero utilizando
1,5 mg/l de BAP + 1,5 mg/l de AG3 0,5 mg/I de
AIB en P. microphylla se incrementa el nimero
de brotes (4).

Altura de los brotes

La longitud de los brotes de P. pepei difirieron
significativamente en los tres medios de cultivo
utilizados (F=4,59; GL, ,; P<0,001). Siendo el
T3 (Chu et al. + 0,5 mg/l de AIB + 1 mg/l de
AG3 + 1 mg/l de BAP) el que presentd brotes
con mayor altura (12,9 mm) y este tratamien-
to fue estadisticamente diferente del T1; pero
el T3 tuvo un comportamiento similar que T2.
Es asi que el T2 (TL + 0,2 mg/l BAP) gener6
brotes que alcanzaron una altura promedio de
10,2 mm, mientras que en el T1 (TL + 0,23 mg/I
BAP + 0,1 mg/l AIB) se observo una menor lon-
gitud de los brotes de 10,9 mm (figura 6).

Figura 5. Brotes que se desarrollaron en el medio de cultivo (Chu et al., 1975)
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Figura 6. Longitud de brotes en diferentes medios de cul-
tivo. T1 (TL + 0,23 mg/l BAP + 0,1 mg/1 AIB), T2 (TL +
0,2 mg/l BAP) y T3 (Chu et al. ,1975 + 0,5 mg/1 de AIB
+ 1 mg/l de AG,+ 1 mg/l de BAP).

La mayor longitud registrada en el medio de cul-
tivo del T3 (Chu et al., 1975 + 0,5 mg/l de AIB +
1 mg/l de AG3 + 1 mg/l de BAP) probablemente
se deba a que este medio de cultivo se tiene 9 ve-
ces de AIB que el T1 y ademaés tiene suplemen-
tado 1 mg/l de AG3 a diferencia de los otros dos
medios de cultivo del (T1 y T2). La razon por la
cual se observd mayor longitud de los brotes en
el T3 se debe a que el AIB y AG, promueven el
alargamiento celular (Gémez, 1999).

Numero de hojas

El niimero de hojas formadas en los distintos
medios de cultivo durante la multiplicacion in
vitro en P. pepei fue significativamente diferen-
te (F=4,50; GL, ,; P<0,001). Ya que los brotes
que estaban en el medio de cultivo (Chu et al.,
1975 + 0,5 mg/l de AIB + 1 mg/l de AG3 + 1
mg/l de BAP) del T3 presentaron mayor nimero
de hojas (7,8) siendo este medio de cultivo es-
tadisticamente diferente del T1 (TL + 0,23 mg/I
BAP + 0,1 mg/l AIB); pero el T2 (TL + 0,2 mg/I
BAP) fue estadisticamente similar que el T1 y
T3. Llegandose a formaren el T2y T1 4,5y 5,7
hojas por brote subcultivado, respectivamente
(figura 7).
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Figura 7. Numero de hojas por brote subcultivado en di-
ferentes medios de cultivo. T1 (TL + 0,23 mg/l BAP + 0,1
mg/1 AIB), T2 (TL + 0,2 mg/l BAP) y T3 (Chu et al., 1975
+ 0,5 mg/l de AIB + 1 mg/l de AG, + 1 mg/l de BAP).

Durante esta fase, en el segundo y tercer subcultivo
se evidenci6 en los brotes de P. pepei la presen-
cia de bacterias, que aparecieron inicialmente en
la base de los brotes en un 90% de los mismos; se
piensa que este tipo de contaminacion pudo deber-
se a causa de una bacteria enddgena, ya que duran-
te la fase de introduccion y en el primer subcultivo
no se presentd dicha bacteria, probablemente esta
expresion se debid al incremento de la temperatura
en la cdmara de crecimiento (aproximadamente de
32 +/- 2 °C). Para mitigar este efecto, un grupo de
brotes fue inmerso en una solucioén de gentamicina
y los demés fueron desinfectados con hipoclorito
al 0,2% durante un minuto, para nuevamente pa-
sarlos a medio fresco. A pesar de la aplicacion de
estos tratamientos desinfectantes, la bacteria volvia
a expresarse, debido a esto se hizo un antibiogra-
ma, prueba que determind el antibidtico preciso
para eliminar este problema; ademas se determi-
nd que era una bacteria Gram negativa resistente
a la gentamicina, la cual se desarrollaba mejor en
altas temperaturas (25-37 °C); a consecuencia de
ello se perdi6 todo el material vegetal. Al respecto,
Digonzelli (2007) menciona que las bacterias son
los contaminantes mas comunes y ocasionan serios
problemas porque pueden ser sistémicas y son di-
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ficiles de detectar. Algunas son enddgenas, o sea vi-
ven con el explante, y son muy dificiles de eliminar.
A menudo no se observan en los primeros subcul-
tivos, manifestandose en la fase de multiplicacion.

Estos microorganismos escapan a los efectos de
desinfeccion superficial y pueden ser inter o in-
tracelulares, entre los Giltimos se encuentran mu-
chos géneros bacterianos como: Agrobacterium,
Bacillus, Corynebacterium y Pseudomonas. Se
descartd la idea de trabajar con antibioticos, ya
que podrian afectar la multiplicacion y desarro-
llo de las vitroplantas, de esa forma también a
la tasa de crecimiento de los tejidos cultivados
(George & Sherrington, 1984).

Conclusiones

El mejor tratamiento desinfectante para yemas de
P. pepei fue el T2 (1,7% NaClO*20 min.). El me-

dio que presentd mejores resultados para la fase
de multiplicacion in vitro en Polylepis pepei fue
el medio Chu et al. (1975) + 0,5 mg/l de AIB + 1
mg/l de AG3 + 1 mg/l de BAP.

Recomendaciones

Repicar los explantes cada 20 dias durante los pri-
meros subcultivos, de manera que se vaya quitando
el tejido muerto de la base del explante. Realizar
estudios de la bacteria presentada durante la etapa
de multiplicacion, que esclarezcan el origen de la
misma (endogeno) y, por otro lado, el factor que in-
duzca su expresion bajo condiciones in vitro.

Realizar pruebas de enraizamiento utilizando
como medio basal el medio Chu et al. Llevar a
cabo pruebas de enraizamiento ex vitro de vitro-
plantas de Polylepis pepei en vivero.
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