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Resumen |

Erythrina edulis Triana ex Micheli se considera una especie promisoria, gracias a los valores proteicos de sus hojas y semillas. El estudio
se encaming a la reduccion del periodo vegetativo y el aumento en la produccién mediante técnicas de injertacion. El tratamiento para la
desinfeccién de semillas y la germinacién in vitro de embriones consistié en la inmersion de las semillas en alcohol (70%) durante 15 minutos,
seguida de Tween ® (80%) por 15 minutos, Benlate (1 g/L) durante 20 minutos, y HgCl, (0.2%) por 20 minutos. Como portainjertos se tomaron
epicétilos mayores a 3 cm y como injertos yemas axilares, provenientes de embriones germinados in vitro en medio ms¥% + ANA (2 mg/L).
Los injertos se realizaron a través de los métodos aproximacion lateral, pua y T invertida, sin modificar el medio. Se realizé una comparacién
de proporciones al evaluar la desinfeccion y el prendimiento de los injertos (éxito), y para la variable crecimiento el promedio de tamafio
(cm). Los injertos se afectaron por contaminacién flingica y microbiana. El método T invertida presentd altos niveles de oxidacién. Se eligié
el método aproximacion lateral por obtener el mayor porcentaje (29%) de prendimiento. Para los métodos aproximacion lateral y pda se
observd un crecimiento promedio de 2.58 cm.

Palabras clave: chachafruto; desinfeccién; medio de cultivo in vitro; injertacion

Abstract |

Erythrina edulis Triana ex Micheli, is considered a promising species, thanks to the protein values of its leaves and seeds. The study was
aimed at reducing the growing season and increased production by grafting techniques. Treatment for seed disinfection and in vitro embryo
germination consisted of immersing the seeds in alcohol 70% for 15, followed by Tween® 80% 15’, Benlate (1 g/L) for 20" and HgCl2 (0.2%) for
20’. As rootstocks higher epicotyls to 3 cm were taken as grafts axillary buds, embryos from in vitro germinated amid ms¥: + ANA (2 mg/L).
The grafts are made through methods (lateral approach, Spikeand and inverted T) without modifying the middle. A comparison of rates was
performed, evaluating disinfection and engraftment of linkage (success) to the variable growth and average size (cm). The grafts are affected
by fungal and microbial contamination. The inverted T method showed high levels of oxidation. The lateral approach method was chosen to
obtain the highest percentage (29%) of linkage. For methods (Lateral approach and Spike) an average growth of 2.58 cm was observed.

Keywords: chachafruto; disinfection; in vitro culture medium; grafting

INTRODUCCION | ha observado en la zona cafetera en alturas de hasta 2.2.0.0 y
2.500 m.s.n.m. Tradicionalmente, el chachafruto se ha utiliza-
Erythrina edulis Triana ex Micheli, frijol de arbol o cha-  do como especie de interés alimenticio por el destacado valor

chafruto, es una leguminosa arbérea originaria de América nutricional y el tamafio de sus semillas, las cuales contienen un
que crece entre los 1.300 y 2.600 m.s.n.m; en Colombia, se 23% de proteina (Gémez, 2012).
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La biotecnologfa agricola se considera una herramienta que
permite mejorar la calidad, la seguridad y la sanidad de los pro-
ductos agricolas. Ademas, propicia la busqueda de una agricul-
tura con un uso racional de agroquimicos y ayuda, de manera
sostenible, en la creciente demanda de alimentos (Pasqual et
al., 2014). El establecimiento y la estandarizacién de protocolos
in vitro en especies alimenticias son bdsicos para la implemen-
tacion de procesos de micropropagacion masiva, asi como en
el propdsito de facilitar las técnicas que se emplean en el cam-
po de la biotecnologia vegetal (Pasqual et al., 2014). En muchos
paises, el cultivo in vitro se utiliza con el fin de apoyar progra-
mas de mejoramiento genético; al mismo tiempo, la biotecno-
logia genera hoy un extraordinario optimismo con respecto a la
capacidad mundial de alimentar a futuras poblaciones, ya que
entre los mayores logros de esta ciencia se encuentran obte-
ner plantas libres de enfermedades y la mejora en la adaptacién
ambiental, entre otras ventajas (CIAT, 2014). Multiples técnicas
se han propuesto en el cultivo in vitro con el objetivo de bus-
car la solucién de problemas presentados en la propagacion y
el cultivo de plantas. Una de ellas es la injertacion in vitro, la
cual busca alternativas en la propagacidn tradicional con miras
a reducir el periodo vegetativo, y mejoras en el rendimiento.
Aunque es una técnica dispendiosa que exige una manipula-
cién excesiva del explante, ha mostrado buenos resultados en
el saneamiento del material propagado y ha contribuido a los
estudios basicos de compatibilidad de injertos y a futuros pro-
gramas de mejoramiento (Navarro et al., 1983).

El objetivo de esta investigacidn se encamind a la reduccién
del periodo vegetativo, el cual, en condiciones de campo, puede
durar tres afios para la fructificacion y el aumento en la produc-
cién a través de la técnica de injertacion in vitro, con la finalidad
de buscar nuevas tecnologias que permitan a futuro contribuir
al aumento de la oferta de alimentos ricos en proteina para
consumo animal y humano. Se emplearon los tres métodos
mas representativos de la técnica de injertacion y se tuvo en
cuenta la planta, el tipo de explante y los objetivos planteados
en el estudio.

MATERIALES Y METODOS |

Seleccion de semillas

La recoleccién de semillas se realizé en dos puntos de
muestreo: drea poblada Pico de Oro, y el corregimiento de Vi-
lla Restrepo, ubicados en el Cafién del Combeima, a una altura
aproximada de 1.600 m.s.n.m. De los arboles ornamentales
seleccionados se tomaron las vainas con buenas caracteristicas
fitosanitarias, como, por ejemplo, ausencia de insectos, sin afec-
tacién externa por hongos o bacterias, y sin dafios mecanicos.

Tratamientos de desinfeccion para semillas

Alas legumbres se les realizé un lavado con agua corriente
afin deretirar cualquier particula contaminante y una limpieza
superficial con hipoclorito de sodio al 5.25%. Luego de la desin-
feccién de las vainas se tomaron las semillas, las cuales se co-
locaron en etanol al 70% durante cinco minutos, seguido de un
lavado con Tween ® (80%) por 15 minutos, mdas una inmersion

en Benlate (1 g/L) por 20 minutos; posteriormente, se evalué
la accién del HgCl, en diferentes tiempos de exposicién y con-
centracion. Luego de ensayos con 14 tratamientos diferentes,
se seleccionaron los cuatro que presentaban mayor posibili-
dad de éxito, tal como se muestra en la (Tabla 1).

Aislamiento de embriones

De las semillas desinfectadas se aislaron los embriones
intactos para la obtencidn de vitroplantas, los cuales se ino-
cularon en los medios de cultivo (Ms y Ms con nitratos a la mi-
tad, ambos suplementados con acido naftalenacético (ANA)
2 mg/L), suplementados con vitaminas y sacarosa al 3%, pH
ajustado a 5.8, una metodologia adaptada de Acosta y Zamo-
ra (2004). Los embriones se incubaron en oscuridad por un
periodo de diez dfas y, posteriormente, con fotoperiodo de 12
horas luz (ld&mparas fluorescentes de 1000 lux), a una tempe-
ratura de 23-25 °C.

Tabla 1. Tratamientos de desinfeccién empleados en semilla de E. edulis.

TRATAMIEN- ETANOL TWEEN BENLATE HGCL,
TOS 70% 80% 1G/L 0.2% 0.3%
1 10 min
2 20 min
5 min 15 min 20 min
3 - 20 min
4% 20 min

*Medio suplementado con 2 ml/L de PPm (Plant Preservative Mixture)

Tratamiento para la multiplicacién de portainjertos

Una vez establecidos los embriones de E. edulis y alcan-
zado un ndmero considerable de vitroplantas, se realizé una
etapa de multiplicacién al subdividir la plantula segun los bro-
tes y yemas formados, y asi tomar segmentos nodales con una
yema axilar, los cuales se sembraron en medio nutritivo ms
con la concentracidn de nitratos a la mitad de la formulacién
bésica con una combinacién de benciloaminopurina (BAP) y
ANA a (1:1 mg/L). Los tallos que sirvieron como portainjerto
presentaban un didmetro de 0.2 a 0.3 mm.

Procedimiento de injertacion

Los procesos previos a la realizacién del injerto, como, por
ejemplo, los métodos de incisidn, se ajustaron segtn la meto-
dologia propuesta por Juarez y Navarro (2005).

Preparacion del injerto

Yemas axilares de aproximadamente 2 mm de longitud
fueron utilizadas como injerto. Estas se tomaron a partir de
plantas madre de seis meses de edad, producidas in vitro a
partir del aislamiento de embriones por organogénesis direc-
ta en los medios de cultivo antes especificados.

Injertaciéon
En el procedimiento se usaron vitroplantas de tres meses

de edad, las cuales se podaron en su parte apical, de modo
que se dejd una porcién del epicétilo de 3-4 cm, se eliminaron
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sus yemas axilares y una porcién del apice de la raiz, y se dejo
un trozo de 2-3 cm.

Meétodos de incision

® ©

Figura 1. Tipos de incisién:
A) Aproximacidn lateral. B) Pta y C) T invertida.

Aproximacion lateral

A las yemas vegetativas asépticas “injerto” se les realizd
un corte en forma de bisel en la parte basal, a fin de que en-
trara en contacto con la zona vascular de la plantula podada
“portainjerto”, la cual también presentaba una incisién en bi-
sel (Fig. 1A).

Pla

Se tomaron brotes vegetativos de 2 a 3 cm de longitud,
con presencia de yemas; se les realizé un corte en forma de
“v” invertida en la parte terminal. A los portainjertos se les
eliminaron las hojas, y luego en la porcién basal de estos se
realizaron dos cortes para formar una “v” o cufia y, de esta
manera, acoplar las yemas dentro de la hendidura del portain-
jerto (Fig. 1B). En los dos métodos descritos el contacto entre
el injerto y el portainjerto se mantuvo con la utilizacién de ani-
llos de silicona estériles.

T invertida

Se realizé un corte en forma de T invertida (Fig. 1C) en la
parte superior del patrdn, en cuya incisidn se colocd la yema
vegetativa o injerto, y se asegurd asi que los laterales del corte
abrazasen por completo a la yema.

Los injertos se cultivaron en medio mMs con concentracion
de fuentes de nitratos a la mitad de la concentracién propues-
ta en la formulacién bésica, suplementado con 2 mg/L de ANA,
con el fin de observar el desarrollo de las yemas injertadas so-
bre el portainjerto.

Andlisis estadistico

En este estudio se consideraron las siguientes variables de
tipo categdrico: A. Contaminacion con las categorias: 1. Pre-
sencia de contaminacién (hongos y bacterias); y 2. Ausencia
de contaminacidn. B. Oxidacién con las categorias: 1. Presen-

cia de oxidacién (produccién fendlica); y 2. Ausencia de oxida-
cién. C. Prendimiento con las categorias: 1. Formacién de callo;
y 2. Ausencia de callo.

Las comparaciones de los tratamientos se realizaron me-
diante disefio estadistico de comparacién de proporciones.
Este disefio se escogid dada la naturaleza de las variables con-
sideradas, la cuales no permiten otro tipo de comparaciones
(por ejemplo, mediante andlisis de varianza). Se analizaron los
factores contaminacidn, oxidacién y prendimiento. La estima-
cién de las proporciones, al tener en cuenta que los tamafios
de muestra son pequefios, se realizé con el método exacto de
Blyth y Hutchinson (1960), el cual produce un intervalo de la
forma (70, 715) donde:

X

=m conFl=F2(n—x+2),2x,a/2

i

()
(x+ 1)Fs
s = T—xT Gt DFs conFs=F2(x+1),2(n—x),a/2
En la expresién anterior n es el tamafio de muestra usado
y x el nimero de éxitos presentados en la muestra. Fi, Fs son
valores correspondiente(sza los cuantiles que determinan una
cola de probabilidad de -~ con «=0.05 bajo la distribucién F,
con los grados de libertac% expresados en las férmulas anterio-
res (Ec. 1). Se utilizé un minimo de 15 explantes por tratamien-
to; sin embargo, en algunos ensayos se optd por aumentar el
nimero de observaciones, ya que por ser un método exacto
de construccidn de intervalos no dependen del tamafio mues-
tral. Se considerd que existian diferencias entre proporciones
si y solo si sus correspondientes intervalos de confianza pre-
sentaban “interseccidn vacia”, y esto se aplicé para las com-
paraciones de todos los pares de tratamientos. En el cdlculo
de los intervalos de confianza se hizo uso de la calculadora en
linea del sitio web http.statpages.org, y hojas de cdlculo de
Microsoft Excel.

Las respuestas de tipo cuantitativas tales como nimero
de brotes y magnitud del crecimiento (cm) se evaluaron me-
diante la estimacidn de los respectivos promedios, con un ni-
vel de confianza del 95%; por su parte, la construccién de los
respectivos intervalos con el programa estadistico Infostat
version estudiantil.

RESULTADOS Y DISCUSION |

Efecto de los tratamientos de desinfeccién sobre el esta-
blecimiento in vitro del embrién

De acuerdo con las pruebas estadisticas de comparacién
de proporciones, con un 95% de confiabilidad se evidencié que
los tratamientos mas efectivos para lograr la asepsia de los
embriones correspondié a los tratamientos T2, T3 y T4, con lo
cual se comprueba la efectividad del dicloruro de mercurio para
controlar la contaminacién bacteriana, como lo afirman Beltran
y Mesa (2014) en yemas in vitro de Aniba perutilis Hemsley en
igual concentracién y tiempo de exposicion. Se considera al T2
(HgCl2 0.2% por 20 minutos) como el mas sobresaliente, con
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una estimacién puntual de (0.14) (6 14% de contaminacién), aun
cuando este tratamiento no difiere del T4 y el T3, ya que los
correspondientes intervalos de confianza se traslapan (Tabla
2). En esta investigacion se descarta el tratamiento (T1), ya que
con una estimacion puntual de 0.75 (6 75%) mostrd ser el menos
efectivo en su accidn antibacteriana.

Efecto del medio nutritivo sobre el desarrollo de los
embriones in vitro

Los dos medios de cultivo propuestos para el estableci-
miento de los embriones de chachafruto resultaron ser efec-
tivos para obtener pldntulas completas, sin embargo, se optd
por emplear el medio ms (concentracién de nitratos a la mi-
tad) suplementado con ANA (2 mg/L), por arrojar una mayor
elongacién de la parte apical, buen desarrollo en |a parte radi-
cal, asi como un mayor ndmero de entrenudos por vitroplanta
y una vigorosidad y coloracién intensa.

Tabla 2. Estimacién puntual de proporciones de contaminados en los tratamientos
de desinfeccién de E. edulis.

TRATAMIENTOS N ESTIMACION INTERVALO DE
PUNTUAL CONFIANZA
DELA DEL 95%
PROPORCION
T2 34 5/34=0.14 (0.0495 - 0.3106)
T4 35 13/35=0.37 (0.2147 - 0.5508)
T3 15 7/15=0.46 (0.2127-0.7341)
T1 20 15/20=0.75 (0.5090 - 0.9134)

Existen diferencias entre proporciones siy solo si los intervalos de confianza
presentan “interseccién vacia”.

En relacién con este resultado, Abedini et al. (2000) afirman
que el uso de medios de cultivo, con las concentraciones com-
pletas de nitratos en leguminosas como Erythrina crista-galli L.,
disminuye de forma sustancial la expresién del material vegetal
en condiciones in vitro, debido, entre otras causas, al aumento
de la oxidacién y al desorden fisioldgico que se da como conse-
cuencia de la hiperhidratacidn. Estos autores también destacan
laimportancia de adicionar al medio de cultivo fitorreguladores
de tipo auxinico, pues participan y aceleran el proceso de ger-
minacién. De alli su importancia en ensayos en los que se aisla
el embrién de su endospermo, o se aplican técnicas como, por
ejemplo, el rescate de embriones.

Multiplicacién de los portainjertos

Se selecciond el medio nutritivo Ms con la concentracién de
nitratos a la mitad de la formulacién basica, con una combina-
cién de BAP y ANA a (1:1 mg/L). Para la multiplicacién masiva de
portainjertos en este medio se estimd el promedio del nimero
de brotes por cada unidad experimental (Tabla 3), lo cual arrojé
un promedio de nimero de brotes de 2.58 en un periodo de dos
meses con un intervalo de confianza del 95%, y valores entre
1.80'y 3.37. Esto ratifica la respuesta positiva del explante “seg-
mento nodal” al medio seleccionado, al estimular la formacién
de muiltiples brotes y favorecer el crecimiento de las ramas axi-
lares y laterales.

Tabla 3. Estimacidn del promedio de brotes para la construccién del intervalo
de confianza.

BILATERAL

ESTIMACION PARAMETRICA

Variable Parametro  Estimacion E.E.

3

L1(95%)) LS (95%))

Brotes 2g Media 2,58 0,36 12 1,80 3,37

Aunque se reporta que la citoquinina tiene un efecto de
supresion sobre la accidn de las auxinas, se ha encontrado que
la utilizacidon de concentraciones precisas de las dos hormonas
puede tener un efecto sinérgico en la formacion de brotes (Azizi
et al., 2015). Asimismo, en especies forestales como el comino A.
perutilis (Beltran y Mesa, 2014) se da un desarrollo caulinar por
efecto del BAP, pero se presenta inhibicion en el proceso de en-
raizamiento (aun en presencia de ANA en concentracién 1 mg/L).
Esto coincide con lo observado en este estudio, ya que hubo
presencia de una masa tipo callosa en la zona de base caulinar.

Injertacioén in vitro de Erythrina edulis

La viabilidad de los injertos se vio comprometida por una alta
contaminacién fungica posterior a los 12 dias de realizar la unién.
Aunque en la consolidacién del injerto se emplearon explantes
asépticos producidos in vitro, esto no fue garantia de éxito en la
etapa de su establecimiento, pues los niveles de contaminacién
fueron del 66%, 70% y 76% al emplear los métodos de incisién T
invertida, pla y aproximacion lateral (Tabla 4A). Respecto a la
variable oxidacién, se encontrd diferencia significativa entre
los métodos T invertida y pua; fue el primero el que registré un
mayor nivel de oxidacién con una estimacién puntual de 0.80
(6 80%), tal como se presenta en la (Tabla 4B), lo que impidié
el prendimiento del injerto y, por tanto, su evaluacién como
método de injertacion.

La alta contaminacién y oxidacién de los injertos puede
explicarse, posiblemente, por la excesiva manipulacién de los
explantes durante la realizacién de las incisiones y su posterior
unién (Rache et al., 2008; Materan et al., 2008). En este punto
es importante resaltar que los portainjertos se produjeron
a partir de aislamiento de embriones —lo que disminuye el
didmetro del tallo—, por lo que autores como Hussainet et
al. (2014) proponen la obtencidn de portainjertos a partir de
germinacion de la semilla in vitro.

Tabla 4. Estimacién puntual de las proporciones analizando A) la
contaminacién, y B) oxidacidn, en los tres métodos de injertacién.

ESTIMACION INTERVALO DE
TRATAMIENTOS A N PUNTUAL DE LA CONFIANZA
PROPORCION DEL 95%
Tinvertida 15 10/15= 0.66 (0.3838-0.8818)
Pua 17 13/17=0.76 (0.5010- 0.9319)
Aproximacion -
lateral 17 12/17= 0.70 (0.4404 - 0.8969)
Estimacion
. Intervalo de confianza
Tratamientos B n puntual de la del 95%
proporcién 95%

Contindia en préxima pégina »
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Tinvertida 15 12/15= 0.80 (0.5191-0.9567)
Puda 17 4/17=0.23 (0.0681-0.4990)
Aproximacion lateral 17 5/17=0.29 (0.1031-0.5596)

Existen diferencias entre proporciones siy solo si los intervalos de confianza
presentan “interseccidn vacia”.

Efecto del tipo de incisién en el prendimiento de los injertos

En los injertos que superaron la contaminacién y mostra-
ron un desarrollo de las yemas injertadas se evalud si el tipo
de incisién favorecia el prendimiento del injerto, asi como su
capacidad de adaptacién. La (Tabla 5) refleja que a través de los
métodos de injertacion de pua y aproximacion lateral se logrd
un prendimiento promedio del 0.23 y 0.29, respectivamente (6
23%y 29% de prendimiento), a diferencia del método de T inver-
tida, en el que no fue posible observar la presencia de hojas ni
el desarrollo de las yemas injertadas por efecto de la oxidacién
y la contaminacidn. Sin embargo, el andlisis de comparacién de
proporciones —al evaluar el prendimiento— no reflejo, esta-
disticamente, diferencias significativas entre los tres métodos.

En el caso puntual de los métodos de aproximacidn lateral
y el de pua se logrd observar, en los injertos que prosperaron,
la formacién de un callo translucido a las tres semanas de rea-
lizada la injertacion. Segun lo referenciado por Juarez (2013),
al injertarse dos especies, las partes afectadas, inicialmente
desarrollan un callo —producto de la intensa actividad mitdti-
ca— que posibilita la unién. Por esto se selecciond el método
que obtuvo mayor prendimiento y facilidad para suimplemen-
tacién, como lo fue el de aproximacion lateral.

Tabla 5. Estimaciones puntuales de prendimiento en injertos de E.
edulis en tres métodos de injertacion.

ESTIMACION
PUNTUAL
DE LA PROPORCION

INTERVALO DE

PRENDIMIENTO N CONFIANZA DEL 95%

Tinvertida 15 o/15= 0 (0.0000 - 0.2180)
Pla 17 4/17=0.23 (0.0681-0.4990)
Aproximacién - 5172 0.29 (0.1031- 0.5596)

lateral

Existen diferencias entre proporciones si y solo si los intervalos de confianza
presentan “interseccion vacia”.

Respecto al bajo rendimiento presentado en el método T
Invertida, Navarro (1979) sefiala que el método de colocacidn
del dpice en el patrén influye de forma significativa en el grado
de prendimiento. De igual manera, este autor reporta que
al colocar el dpice dentro de la incisidn tipo T Invertida, pero
con su superficie basal de corte en contacto con el tejido de la
médula, dio un bajo porcentaje de prendimiento. Esto se debe
a que el injerto no queda realmente en contacto directo con el
tejido vascular, sino con tejido medular.

El medio bdsico Ms (con nitratos a la mitad), suplementa-
do con ANA (2 mg/L), permitié el desarrollo de las plantas in-

jertadas, de modo que se logré estimular el crecimiento de las
yemas vegetativas del injerto 45 dias después de realizada la
incisién. Este comportamiento puede estar influenciado por la
accién hormonal del ANA. Ayala (2011) considera que su presen-
cia promueve la organogénesis e induce la generacién de callo
como parte del rejuvenecimiento, o en respuesta a heridas por
cortes y manipulacion.

Tabla 6. Estimacién del promedio crecimiento de yemas en el injerto
para la construccidn del intervalo de confianza.

BILATERAL

ESTIMACION PARAMETRICA

Variable Parametro  Estimacion E.E. n LI (95%)) LS (95%))

Crecimiento Media 1,58 0,40 6 0,56 2,61

Por otra parte, el andlisis estadistico (Tabla 6) permite inferir que,
en un lapso de 45 dias, el crecimiento promedio de las yemas in-
jertadas fue de 1.58 cm, con un intervalo de confianza del 95%
dado entre 0.89 y 2.22. Este crecimiento se considera un indica-
dor morfoldgico que ratifica la unién de los tejidos en el injerto.
Criollo (2008) sefiala que el medio ideal para cualquier injerto es
el que permite un desarrollo del portainjerto en su estructura
y en su sistema radical, lo cual garantiza la vitalidad de este. En
razon a lo anterior, se considera que el medio Ms (nitratos a la
mitad) + ANA (2 mg /L) cumple con estos criterios.

CONCLUSIONES |

La desinfeccién mas efectiva para controlar la contamina-
cién de los embriones a partir de semillas de Erythrina edulis
fue: alcohol (70%), durante 15 minutos; seguida de Tween®
(80%) por 15 minutos; Benlate (1 g/L) durante 20 minutos; y
dicloruro de mercurio (0.2%) por 20 minutos. La reduccién de
la concentracién de nitratos a la mitad en el medio de culti-
vo MS con la adicién de ANA 2.0 mg/L permitid la obtencién
de plantulas completas de chachafruto; de igual manera, fue
el medio de cultivo seleccionado para el prendimiento del in-
jerto. Se selecciona el método de aproximacién lateral para
la injertacién por ser el de mayor prendimiento y facilidad de
ejecucion. La injertacidn in vitro con los métodos de puay T
Invertida deben excluirse hasta tanto no se logre controlar la
contaminacién y la oxidacion.
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