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Resumen

La Kewina (Polylepis besseri Hieron) es una especie nativa de alto valor regional, el rango altitudi-
nal de distribucion oscila entre los 2.200 y 4.400 msnm, siendo indispensable para la subsistencia de
ecosistemas andinos y las poblaciones cercanas. Se emplean para la fabricacion de viviendas, cercos,
postes, entre otros; se constituye en una especie amenazada por la pérdida de su habitat y su excesiva
sobre explotacion. Debido a su dificil propagacion sexual se ha realizado la validacion de protocolo
de introduccion y establecimiento, la cual muestra ser una alternativa favorable para la especie, con
niveles de multiplicacidon aceptables y que garantizan las condiciones fitosanitarias. Los ensayos de
introduccion y establecimiento se realizaron en el laboratorio de Biotecnologia de cultivos in vit-
ro del Centro Nacional de innovacion Toralapa - INIAF. La colecta del material vegetal de kewifia
(Polylepis besseri, Hieron) se realizé en la comunidad de Puca Puca del municipio de Tiquipaya del
departamento de Cochabamba. Se identificaron 16 accesiones de las cuales se obtuvo el material veg-
etal; 5 varetas de 20 cm por accesion, se determiné el mejor tiempo de desinfeccion y el mejor medio
de cultivo para el establecimiento la cual fue el T4 (D2m2). De la cual se obtuvo después del proceso
de desinfeccion y establecimiento de un total de 40 vitroplantas, 18 plantulas vivas, 11 contaminada
con bacteria y 11 contaminada con hongo, siendo el (T4) el mejor tiempo de desinfeccion y mejor
medio de cultivo. Como resultado de la fase I en base a T4 = D2m?2 se trabajé con los 18 explantes
y se realizd la comparacion con 2 medios de cultivo de multiplicacion, para la Fase II se emplearon
2 tratamientos: TS ( D2m2M1); T6 ( D2m2M?2) cada tratamiento con 9 repeticiones de las cuales se
obtuvo el mejor medio de cultivo T6(D2m2M2) donde La tasa de multiplicacion del tratamiento T6
fue de 1 a 5, obteniendo 45 plantulas vivas.
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Introduccion

La kewifia forma bosques en las zonas mas
altas de Sudamérica y crece sin problemas a
mas de 4500 msnm. Encontrandose en Bolivia
desde los 2100 msnm hasta los 5200 msnm. Los
bosques de k’ewifia poseen una alta capacidad
para almacenar agua en los suelos donde se de-
sarrollan. En la region fitogeografica andina de
Bolivia, el género Polylepis se encuentra dis-
tribuido con cinco especies y ocho subespecies
en las subregiones yungueia y punefia, segun la

altitud y el ombrotipo (Navarro1997).

Estos bosques de Polylepis se desarrollan sobre
laderas con pendiente moderada a fuerte, en
suelos pedregosos, algunas veces profundos y
fértiles debido a la materia orgéanica aportada por
estos mismos arboles.

La k’ewina es empleada como lena, carbon,
mangos para herramientas, construcciones
rusticas. Asi mismo esta especie es usada de
modo medicinal, forraje para el ganado caprino
y ovino, dado que incorpora gran cantidad
de materia organica y como tiene gran capaci-
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dad de penetracion y expansion de sus raices es
usada en la proteccion de cuencas hidrograficas.
Se propaga mediante semillas, presentando
un porcentaje de geminacion muy bajode 5 a 8
%. Debido a su dificil propagacion sexual se ha
realizado la validacion de protocolo de introduc-
cion y establecimiento, la cual muestra ser una
alternativa favorable para la especie, con niveles
de multiplicacion adecuados y que garanticen las
condiciones fitosanitarias.

Materiales y métodos
Ubicacion

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio
de Biotecnologia y cultivo de tejidos del Centro
Nacional de Innovacion Toralapa — INIAF, car-
retera antigua a Santa Cruz km. 73, provincia Ti-
raque del Departamento de Cochabamba.

La metodologia empleada para el desarrollo del
presente trabajo de investigacion fue aplicada en
la siguiente secuencia:

Metodologia
Fase 0: Seleccion del material vegetal
* Se realizo la Colecta del material vegetal de

kewifia (Polylepis besseri, Hieron)de la comuni-
dad de Puca Puca del municipio de Tiquipaya del

Departamento de Cochabamba. De las cuales se
identificd 16 accesiones de las cuales se obtuvo
el material vegetal se sacaron 5 varetas de 20 cm.
Aproximadamente por accesion.

Fase 1: Establecimiento

Pasol: Desinfeccion fuera de camara de flujo
laminar.

* Se lavd las muestras con detergente liquido
comercial con un cepillo y realizar varios en-
juagues hasta que quede libre de tierra.

* Se realizo cortes pequefios aproximadamente
de 5 cm de largo, colocando en un recipiente y
aplicar, fungicida (captan) por 20 min.

* Se traslad6 a la cdmara de flujo laminar.

Paso2: Desinfeccion dentro de camara de flujo
laminar.

* Se coloco las muestras en hipoclorito de sodio
al 3% mas tween 20, por 3 y 6 minutos.

* Se enjuagaron 3 veces con agua destilada, las
2 primeras por 2 minutos y el ltimo enjugue en
acido citrico por la oxidacion.

* Se hizo el establecimiento correspondiente.

* Se llevo a la camara de crecimiento Con un fo-
toperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad a una
temperatura de 22- 24°C.

Cuadro 1. Tratamiento de desinfeccion evaluados en el establecimiento de Kewifia (Polylepis bes-

seri, Hieron)

Desinfeccion Desinfeccion
Componentes
D1 D2
Detergente comercial + agua 5 5
Alcohol al 70% 72 )
Hipoclorito 3 % 3 min 6 min

El cuadro 1 se observan los dos tiempos de 3 — 6
minutos con hipoclorito al 3 %, que se uso6 para

la desinfeccion del material vegetal.
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Cuadro 2. Medio de cultivo de establecimiento de Kewifa (Polylepis besseri, Hieron)

Medio Medio
Componente
ml m‘)
MS 4,33gr 4,33gr
Azlcar 25gr 30gr
Thiamina 0.4mg 0,4mg
Myonositol 100mg 100mg
PaCa 2mg 2mg
AG3 0.3mg 0.3mg
BAP - 0.5mg
Acido citrico - Smg
Acido ascorbico - 100mg
Agar 4.5gr 4.5gr
PH 5.7 5.7

De esta manera los tratamientos obtenidos fueron los siguientes

Cuadro 3. Tratamientos empleados en el establecimiento de Kewina (Polylepis besseri, Hieron) en

la fase [

Fase2: Multiplicacion

Tratamiento Descripcion
T, D m,
T2 D2m2
T3 DZml
T, D m,

Cuadro 4. Medio de multiplicacion empleado en kewifia (Polylepis besseri, Hieron)

Componentes Medio  Medio
M1 M2

MS - 4,33gr
Macros LQ 50ml -
Micros MS % 7.5ml -
Azlcar 30gr 25gr
Thiamina 0.4mg  0,4mg
Myonositol 100mg  100mg
PaCa 2mg 2mg
AG3 0.3mg  0.3mg
BAP 3mg 1.5mg
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Acido citrico
Acido ascorbico
Acido nicotinico
Pirodoxina hl
Glicina

Agar

PH

- 50mg
- 100mg
3mg -

Smg -
20mg -
4.5gr 4.5gr
5.7 5.7

Para este tratamiento se partié con 18 explantes
del tratamiento de la fase 1 que es el tratamiento
T4 (D2m2)

Donde; D- desinfeccion, m- medio de cultivo de
fase 1, M — medio de cultivo de multiplicacion.

Cuadro 5. Tratamientos: Desinfeccion + medio de establecimiento + medio de multiplicacién en de

Kewifia (Polylepis besseri, Hieron) en la Fase 11

Tratamiento Descripcion
Tl DZmZMl
T') D’)m’)M’)

Diserio experimental y analisis estadistico

Tanto para la fase I como II, el disefio emplea-
do fue una distribucion completamente aleatoria
para el analisis estadistico debido a la relacion
de medias y varianzas, caracteristicas de distri-
buciones de Poisson E(y)=V(y)=(V)=u (Devore,
2012), se ha empleado el modelo lineal general-

Resultados

Fase I

izado bajo la distribucién de Poisson mediante
el programa Infostat-R, el modelo de analisis
estadistico para la Fase I fue el siguiente:
nij=E[y]=n+ i

Donde; nij= conteo observado en una unidad ex-
perimental que recibio el i-€simo tratamiento, Ti
= efecto fijo del i-ésimo desinfectante y medio
de cultivo..

Cuadro 6. Analisis de varianza de efectos fijos para las variables hongos, bacterias y plantulas vivas

(6 y 55 dias de introduccion)

6 dias 55 dias
Variable GL 1?2 Pr>y2 Sig. 1?2 Pr>y2 Sig.
Hongo 3 4,109 0,250 NS 0,2 0,9728 NS
Bacteria 3 7,840 0,049 * 0,49 0,9200 NS
Vivas 3 12,002 0,007 ok 3,75 0,2895 NS

De acuerdo a la prueba de X2 bajo el modelo
lineal generalizado, se evidencian efectos sig-
nificativos entre los tratamientos en el conteo
de bacterias y plantas vivas a los seis dias de
establecimiento (P<0,05), por otro lado para el

conteo de plantas con presencia de hongos no
se detectan diferencias estadisticas (P>0,05), las
medias de cada tratamiento se presentan en el
cuadro 7y figura 1.

En cuanto a la segunda evaluacion si bien los
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resultados favorecen a T4, no se obtiene signifi-
cacion estadistica (P>0,05), se atribuye al bajo
nimero de observaciones producto de la muerte
de plantulas in vitro para los tratamientos T1,
T2 y T3. Para T4, las medias en plantulas con

hongos y bacterias y plantulas vivas se han man-
tenido similares a resultados de la primera eval-
uacion (Cuadro 7).

Cuadro 7. Prueba DMS de Fisher para las medias de hongos, bacterias y plantulas vivas (7 y 55 dias

de introduccion)

6 dias
Trat. Hongos DMS (¢=0.05) Bacterias DMS (¢=0.05) Vivas DMS (a¢=0.05)
T1 3,5 A 4,33 A 3,25 B
T2 3,5 A 4,25 A 2,25 B
T3 4 A 4,33 A 2,75 B
T4 1,75 A 1,5 B 6,75 A
55 dias
Tl 1,6 A 1,0 A 0,8 A
T4 1,3 A 1,6 A 4,5 A
6 9 -
g -
> 7
.: 4 - . 6 -
£ s 5
g3 24
n
2
1
| -
0 0 -
T3 Tl T2 T4 T4 Tl T3 T2
Tratamientos Tratamientos

Figura 1. Efecto de tratamientos en el conteo de plantas con bacterias y plantulas vivas (6 dias de
introduccion) Fase |

En lafigura 1 se puede observar que la incidencia
de bacterias es menor en el tratamiento T4, por
lo tanto es el que tiene mayor plantulas vivas, de
acuerdo a los resultados obtenidos se determina
que la mejor desinfeccion es con hipoclorito de

sodio al 3 % durante 6 minutos, el mejor medio
de cultivo de establecimiento es el medio 2 ya
que presento mayor viabilidad y menor contami-
nacién y oxidacion.
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Figura 2. Vitroplanta de kewifia (Polylepis besseri, Hieron) en establecimiento

Fase Il
Cuadro 8. Evaluacion de multiplicacion
Multiplicacion Evaluacion
Numero
Tratamiento Fecha de pl. Fecha Hongo Bacteria Oxidacion Total vivas
T;:D,m,M, 10-dic 9 11-ene 0 0 0 9
T.:DmM, 10-dic 9 11-ene 0 0 0 45

En el cuadro 8. Se observa que con el medio 1
se tuvo una baja tasa de multiplicacion porque
se llegaron a vitrificar las plantulas por el alto
contenido de BAP.

Se observd que el medio 2 que contenia 1.5 de
BAP fue el medio mas adecuado en la etapa de
multiplicacion ya que tuvo una buena respuesta
de brotacion, siendo el mejor tratamiento el T6
ya que obtuvo la mayor de tasa de brotacion.

La tasa de multiplicacion se evalud en todos los
tratamientos y la tasa mas elevada fue de 1:5 lo
cual significa que de un brote de plantula se ob-

servaron 5 nuevas plantulas las evaluaciones se
hicieron a los 30 dias después de la primera mul-
tiplicacion.

En la multiplicacion de explantes no es suficiente
solamente conseguir elevadas tasas de multipli-
cacion, lo esencial es conseguir también calidad
y homogeneidad de las partes producidas, tal
como aseveran Pierik (1990) y Torres & Ferrei-
ra (1997) aspecto que ademas determina en gran
parte el éxito de la siguiente etapa de enraizam-
iento.

Figura 3. Medios de multiplicacion de kewina (Polylepis besseri, Hieron)
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Conclusiones

Fase 0 se recolectaron 16 accesiones de Kewina
(Polylepis besseri, Hieron), de cada una se colec-
taron 5 varetas cada una de 20 cm aproximada-
mente.

Fase I

Se determind el mejor tiempo de desinfeccion y
el mejor medio de cultivo para el establecimien-
to de kewifia (Polylepis besseri, Hieron) la cual
fue el T4 (D2m2). De la cual se obtuvo después
de todo el proceso de desinfeccion y estableci-
miento de un total de 40 vitroplantas, 18 plan-
tulas vivas, 11 contaminada con bacteria y 11
contaminada con hongo.

Fase II. Como resultado de la fase I el T4
(D2m2) como el mejor se trabajo con los 18 ex-
plantes y se realiz6 la comparacion con 2 medios
de cultivo de multiplicacioén, T6 (D2m2M?2) que
tuvo una tasa de multiplicacion de 1 a 5 teniendo
45 plantulas vivas
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