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Highlighgts

¢ Se reporta un protocolo de germinacion in vitro de embriones cigdticos de E. edulis.

¢ El medio WPM permite el crecimiento y desarrollo adecuados de plantulas de E. edulis.

¢ Mitad de fuente de N mas AIB tiene un efecto positivo en el nimero y las longitud de las raices.
¢ Laausencia de callo en explantes es ideal para la conservacién in vitro de esta especie.

¢ Este es el primer reporte de propagacion in vitro de E. edulis a partir de segmentos nodales.

Resumen

Debido a su adaptabilidad y versatilidad, Erythrina edulis Triana ex Micheli es una especie importante para
el desarrollo de sistemas agroforestales, para la cual la propagacién in vitro proporciona una alternativa
para su rapida multiplicacién. El objetivo de este estudio fue establecer un protocolo para la propagacion
in vitro de E. edulis por medio segmentos nodales. A partir de semillas esterilizadas y germinadas in vi-
tro, se obtuvieron segmentos nodales que fueron colocados en medios de enraizamiento, empleando un
medio basal MS modificado con la fuente de nitrégeno a la mitad y suplementado con la combinacién de
acido naftalenacético (ANA) 1 mg.L! mas 0.5 mg.L? de acido indolbutirico (AIB) y 1, 3y 5 mg.L! de AIB.
El uso de 5 mg.L! de AIB registré los mayores promedios en cuanto a nimero y longitud de raices, y la
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aclimatacion de las plantulas presentd una tasa de supervivencia de mas del 90 %. Este estudio consti-
tuye un primer reporte de propagacién in vitro de E. edulis.
Palabras clave: acido indolbutirico, embriones cigdticos, Fabaceae, raices adventicias

Abstract

Given its adaptability and versatility, Erythrina edulis Triana ex Micheli is an important species in the
development of agroforestry systems, for which in vitro propagation provides an alternative for rapid
multiplication. The objective of this study was to establish a protocol for the in vitro propagation of
E. edulis using nodal segments. Nodal segments were obtained from sterilized and in vitro germina-
ted seeds, and they were placed in rooting media, using a modified MS basal medium at half nitrogen
source, supplemented with a combination of 1 mg.L! naphthaleneacetic acid (NAA) plus 0.5 mg.L? in-
dolebutyric acid (IBA) and 1, 3, and 5 mg.L** IBA. The use of 5 mg.L? IBA recorded the highest averages
regarding root number and length, and seedling acclimatization exhibited a survival rate of over 90%.
This study constitutes the first report for the in vitro propagation of E. edulis.

Keywords: zygotic embryos, adventitious roots, indolebutyric acid, Fabaceae

INTRODUCCION

El género Erytrhina, de |la familia Fabaceae, incluye aproximadamente 120 especies distribuidas en regiones
tropicales, destacando a E. edulis Triana ex Micheli, E. velutina Willd., E. fusca Lour., E. variegata Linn., E.
abyssinica Lam ex DC. y E. falcata Benth. (Avendaio & Castillo, 2014; Lozano & Zapater, 2010). E. edulis, co-
nocida como chachafruto, pajuro o basul, es una importante fuente de alimento; su semilla es empleada en
la alimentaciéon humana y sus ramas herbaceas en la alimentacidn animal. Ademas, al ser un especie arbérea,
es adecuada para la agroforesteria gracias a la capacidad de sus nédulos radiculares para fijar el nitrégeno
atmosférico, lo que permite la recuperacion de este elemento en el suelo. Por ello, esta especie es ideal para
la asociacidn con pastos o cultivos comerciales (Arango et al., 2012). Su semilla se caracteriza por un alto ni-
vel de proteina, que fluctta entre 18 y 25 %, destacando por su alto valor nutricional y como potencial fuente
de péptidos antioxidantes y multifuncionales, ingredientes importantes en los alimentos funcionales para la
prevencidn y el manejo del estrés oxidativo, la hipertensién y enfermedades crénicas relacionadas con alte-
raciones metabdlicas (Intiquilla et al., 2016; Palma-Albino et al., 2021; Rodriguez-Arana et al., 2022). Adicio-
nalmente, estas semillas son ricas en micronutrientes como calcio, magnesio, hierro, sodio, potasio, fésforo
y sulfatos, asi como en vitaminas como acido ascdrbico, tiamina, niacina y riboflavina (Intiquilla et al., 2019).

La plantacién de arboles de propagacién vegetativa en los Andes tropicales es ideal para facilitar la recu-
peracién forestal, pues ayuda a establecer especies lefiosas que compiten con los pastos, ademas de me-
jorar las condiciones para la reorganizacidon de la comunidad vegetal (Diaz-Paez et al., 2021). Al respecto,
la importancia del género Erythrina radica en su aporte al desarrollo de sistemas agroforestales, dados su
adaptabilidad y variados usos (como postes vivos de cercas, arboles de sombra para cultivos como el café
y el cacao, y fuentes de proteinas, fibra y nutrientes para el ganado, entre otros). A esto se suma el rapido
crecimiento de sus plantas, su alta produccion de biomasa, su facil propagacion a partir de estacas, su ca-
pacidad de soportar podas continuas y su rapida brotacion, lo que constituye su atractivo para la agrofo-
resteria y los sistemas silvopastoriles (Russo, 1991). Por otro lado, este género tiene la capacidad de fijar
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nitrégeno atmosférico, una caracteristica de gran importancia al establecer plantaciones en suelos de baja
fertilidad y/o en restauracion (Russo, 1991).

En los Ultimos aios, para Erythrina se han empleado métodos no convencionales como la propagacion in vitro,
pues las especies de este género son heterocigotas, y al propagarlas por semilla sexual se obtiene una alta
variabilidad genética en las plantulas. Estas limitaciones, inherentes a la propagacidn convencional, limitan el
uso potencial de las especies (Kirika et al., 2015; Javed et al., 2014). Existen reportes de propagacion in vitro
del género Erythrina que emplean explantes como embriones cigéticos, hipocdtilos, segmentos nodales y nu-
dos cotiledonales en E. velutina (Costa et al., 2010; Fonseca et al., 2014); segmentos nodales en E. abyssinica
(Kirika et al., 2015); segmentos nodales en E. variegata (Javed et al., 2017); y nudos cotiledonales en E. fusca
(Luangsriumporn et al., 2021). El uso de embriones cigbticos en especies de Erytrhina representa una alter-
nativa para asegurar la variabilidad genética (Fonseca et al., 2014). En este contexto, la propagacidn in vitro
es una alternativa para la produccién de plantulas y la conservacidn ex situ de las especies de este género,
destacando que las plantulas obtenidas a través de esa técnica poseen caracteristicas genéticas idénticas a
las de las plantas patrén. Ademas, se encuentran libres de virus, son uniformes y brindan plantulas en menos
tiempo y con menos espacio (Costa et al., 2010).

No se tiene conocimiento de estudios sobre |la propagacidn in vitro de E. edulis. Por consiguiente, es necesa-
rio desarrollar protocolos que permitan la propagacion masiva de esta especie, en aras de reducir la presion
sobre los bosques naturales donde se desarrolla. Asi las cosas, este trabajo buscé establecer un protocolo
para la propagacion in vitro de plantas de E. edulis mediante segmentos nodales de plantulas obtenidas de la
germinacion de embriones cigéticos.

MATERIALES Y METODOS

El material bioldgico utilizado comprendia semillas de pajuro (ecotipo rojo) de E. edulis, provenientes del
distrito de Luya, Amazonas, Peru (altitud: 2342 m de altitud, coordenadas: 06211’54” S, 83258'32.27” W).
A partir de las semillas se cultivaron los embriones, y las plantulas desarrolladas sirvieron como donadoras de
segmentos nodales para la fase de enraizamiento.

El medio de cultivo para la germinacion de los embriones cigdticos fue preparado empleando sales basales y
vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementando con 100 mg.L* de mio-inositol, 25 g.L* de sacaro-
sa, 0.1 mg.L* de acido giberélico (AG,), 0.04 mg.L* de 6-furfurilaminopurina (KIN) y 1.5 g.L** de phytagel. El pH
fue ajustado a 5.8. El medio de crecimiento y desarrollo de las plantulas se preparé mediante el medio basal
Woody Plant Medium (WPM), con vitaminas MS, 100 mg.L'* de mio-inositol, 30 g.L* de sacarosa, 1.5 g.L! de
phytagel y 3 g.L! de carbdn activado. El pH fue ajustado a 5.8. Los segmentos nodales se enraizaron en me-
dio MS mds vitaminas, modificado en la fuente de nitrégeno al 50 % (KNO, y NH,NO,), suplementando con
mio-inositol 100 mg.L?, sacarosa 30 g.L? y diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento, i.e.,
ANA: 1 mg.L? + AIB: 0.5 mg.L', AIB: 1, 3 y 5 mg.L. El medio fue gelificado con phytagel 1.5 g.L' y carbon ac-
tivado 3 g.L?, y el pH fue ajustado a 5.8.
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El establecimiento in vitro de los embriones cigéticos de pajuro inicié con el remojo de las semillas por 30 mi-
nutos, utilizando detergente y una solucidn de lejia comercial al 5 % (Clorox, 3.5 v/v de hipoclorito de sodio).
Después, las semillas fueron cepilladas para retirar los contaminantes adheridos al tegumento, y luego fueron
enjuagadas con agua corriente. Posteriormente, a las semillas se les retird la cubierta proxima a la radicula
del embridn, para luego llevarlas a una camara de flujo laminar e iniciar el proceso de desinfeccién. Se agregd
etanol al 70 % por un minuto, se enjuagd con agua destilada estéril y se adiciond solucidn de lejiaal 5, 10 y
15 % por 15y 30 minutos. Luego se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril. Desinfectadas las se-
millas, empleando pinza y escalpelo, se realizaron cortes de aproximadamente 1 cm por lado en el endosper-
mo préximo al embridn cigdtico. Las estructuras cubicas resultantes fueron colocadas en tubos de ensayo que
contenian el medio de germinacion. Los embriones cigdticos germinaron a los 15 dias de cultivo. La Figura 1
ilustra los procedimientos mencionados. Posteriormente, a los 28 dias, los embriones fueron traspasados a
medios de crecimiento y desarrollo. Las condiciones para la germinacién de los embriones y el desarrollo de
las plantulas de pajuro incluyeron una temperatura de 24-26 2C, una irradiancia de 60 pmol.m2s? y un foto-
periodo de 16/8 horas (luz/oscuridad), empleando lamparas fluorescentes de 36 W con luz fria.

Se obtuvieron entre cuatro y cinco segmentos nodales de cada plantula germinada, de aproximadamente
12 semanas, los cuales fueron colocados en medios de enraizamiento. Luego de cinco semanas de cultivo
in vitro, se evaluaron el porcentaje de enraizamiento y el nimero y la longitud de las raices (Figura 2).

Las plantulas enraizadas de pajuro fueron aclimatadas en macetas cuadradas de 5 x 5 x 7.5 cm, empleando
el sustrato comercial Premix #3. Posteriormente, fueron transferidas a bolsas negras que contenian un sus-
trato de suelo franco-arenoso y humus de lombriz en una proporcién de 2:1, y se mantuvieron en casa malla
(Figura 4).

El disefio experimental empleado fue completamente al azar, con cuatro tratamientos y tres repeticiones por
tratamiento. Cada repeticidn consistié en un vaso de magenta con tres segmentos nodales. La longitud de las
raices se midié mediante observacién directa y estimacidn visual, utilizando una regla graduada. Se realizé un
analisis de varianza para la longitud y el nUmero de raices. Las medias se compararon mediante la prueba de
Tukey, con un nivel de significancia de p < 0.05. Los datos de longitud y nimero de raices fueron transforma-
dos mediante (x + 0.5)*?antes de su procesamiento. Se utilizd el programa R version 4.3.2 para el procesa-
miento de los datos (R Core Team, 2022).

RESULTADOS

La tasa de contaminacidn durante el establecimiento in vitro de los embriones cigéticos fue de 0 %, demos-
trando que este tejido no es afectado por contaminantes cuando se emplea lejia al 10 % por 30 minutos; el
protocolo de desinfeccién de tejidos de la semilla fue eficaz. Asimismo, la tasa de supervivencia de los em-
briones superd el 90 %, y su germinacién fue del 86 % (Figuras 1d y 1e). Con lejia al 5 % por 30 minutos y al
10 % por 15 minutos, las semillas presentaron contaminacion fungica, mientras que su aplicacion al 15 % por
15 y 30 minutos contrarrestd la contaminacién, pero los embriones perdieron viabilidad.
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El crecimiento y desarrollo de las plantulas in vitro en el medio de cultivo fue adecuado, logrando especi-
menes vigorosos y con buen desarrollo del tallo (Figura 1f). Esto permitié que, a las 12 semanas de cultivo
in vitro, se obtuvieran segmentos nodales para su uso en la fase de enraizamiento (Figura 2b).

El enraizamiento de los segmentos nodales ocurrié entre la cuarta y la quinta semana de cultivo (Figura 2d). El
mayor nimero de raices (1.8) de 3.2 cm se observé en el 91.7 % de los segmentos nodales al emplear 5 mg.L?
de AIB, mientras que el uso de 1y 3 mg.L* de AIB y la combinacién de 2 mg.L* de ANA mas 0.5 mg.L! de AIB
mostraron una respuesta inferior (Figura 3a y 3b). Las raices adventicias inducidas se caracterizaron por ser
gruesas y se originaron en la parte basal del segmento nodal (Figuras 2c y 4a).

Figura 1. Establecimiento in vitro de los embriones cigéticos de E. edulis (pajuro): a) semilla lavada y desprovista del
tegumento en la zona de la radicula del embridn cigético, b) remojo y desinfeccién de las semillas, c) embridn cigético
con parte de cotiledones en medio de germinacion, d) inicio de la germinacién del embridn cigético a los 15 dias de
cultivo in vitro, e) crecimiento y desarrollo del embridn cigdtico in vitro, f) plantula a las 12 semanas de cultivo en
medio de crecimiento y desarrollo. Barra blanca =1 cm.
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Figura 2. Enraizamiento de segmentos nodales de E. edulis (pajuro): a) plantula donadora de segmentos nodales,
b) segmentos nodales con una a dos yemas axilares, c) colocacidn de los segmentos nodales en medios de
enraizamiento, d) segmentos nodales enraizados a la quinta semana de cultivo in vitro. Barra blanca = 1 cm.

En la etapa de aclimatacidn, la tasa de supervivencia superé el 90 %, indicando claramente que la composi-
cién del sustrato Premix brindd condiciones dptimas para que las plantulas tuvieran éxito durante el proceso,
obteniendo plantas vigorosas y de buen aspecto fitosanitario (Figura 3c).

DISCUSION

El establecimiento de explantes in vitro es un paso importante en el cultivo de tejidos, siendo importante eva-
luar la eficacia de los métodos de esterilizacion empleados. El uso de lejia comercial (hipoclorito de sodio) ayu-
da en la esterilizacidn de los explantes (Yildiz & Er, 2002). Para el género Erythrina se ha empleado cloruro de
mercurio o hipoclorito de sodio como solucion esterilizante. El uso de cloruro de mercurio al 0.1 %, por periodos
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Figura 3. Efecto de los reguladores de crecimiento ANA y AIB en el enraizamiento de segmentos nodales de E. edulis
(pajuro): a) numero de raices, b) longitud de raices. Los datos se presentan con la media + la desviacion estandar.
Diferentes letras indican diferencias significativas en los pardmetros evaluados para p < 0.05 en la prueba de Tukey.

de 2 a 3 minutos, se ha reportado en la esterilizacién de semillas, segmentos nodales, hojas, tallos, cotiledones
y raices de E. variegata (Shasthree et al., 2009; Javed & Anis, 2014; Javed et al., 2019). Por su parte, el hipoclo-
rito de sodio al 10 %, aplicado por 25 minutos, se ha empleado en la esterilizacion de semillas de E. abyssinica
(Kirika et al., 2015), y por 15 minutos en la esterilizacién de semillas de E. velutina (Costa et al., 2010). En esta
investigacion no se registré contaminacion a los siete dias de cultivo tras la esterilizacion superficial de las semi-
llas mediante la solucidn de lejia comercial al 10 % (Clorox, 3.5 v/v de hipoclorito de sodio), que se aplicé por 30
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Figura 4. Aclimatacion de plantulas de E. edulis (pajuro) propagadas in vitro: a) plantulas enraizadas in vitro,

b) aclimatacion de plantulas, c) crecimiento y desarrollo de las plantulas en casa malla

minutos. A los 15 dias de cultivo in vitro, se observé la emisidn de la radicula. Es preciso afiadir que, si se utilizaba
una menor concentracion de lejia comercial (5 %) o un menor tiempo de exposicién (15 minutos), las semillas se
contaminaban, y, si la concentracidn excedia el 10 %, el embridn cigdtico perdia viabilidad.

Las especies Peltophorum dubium (Spreng.) y Mimosa bimucronata (DC) O. Kunze, pertenecientes a la fami-
lia Fabaceae de bosques tropicales, se caracterizan por semillas con dormancia fisica. Este rasgo estd asocia-
do al tegumento, que posee macroesclereidas impregnadas con sustancias quimicas hidrofébicas, lo que les
confiere impermeabilidad al agua (Geisler et al., 2016). El género Erythrina también contiene especies cuyas
semillas poseen testa, con una anatomia similar a la de otras semillas de Fabaceae, compuesta por macroes-
clereidas compactas, osteoesclereidas y varias capas de parénquima esclerificado, impregnado por compues-
tos fendlicos y suberina, como se ha reportado para E. velutina (Smykal et al., 2014; Guariz et al., 2022).
En esta investigacidn, durante el establecimiento de los embriones cigdticos de E. edulis, se retird el tegu-
mento préximo a la radicula del embridn, permitiendo romper la dormancia fisica y facilitando el contacto
directo entre esta areay el desinfectante, lo que resulté en porcentajes de germinacidn por encima del 90 %.
Este es un hallazgo importante, pues la concentracién de lejia comercial (10 %) y el tiempo de exposicion
(30 minutos) utilizados tuvieron un efecto positivo al restringir la contaminacion por debajo de la cubierta se-
minal sin afectar los tejidos del embridn cigoético, lo que redundé en altas tasas de germinacion.
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La germinacidn de los embriones cigdticos de E. edulis en el medio de cultivo MS suplementado con bajas
concentraciones de reguladores crecimiento (0.1 mg.L* de AG, y 0.04 mg.L"* KIN) fue adecuada. Al respecto,
al evaluar 200 mg.L* de AG, con diferentes tiempos de exposicion, Guariz et al. (2022) concluyeron que las
semillas de E. velutina no requieren del uso de giberelinas exdgenas, solo de un proceso de escarificacién.
En este estudio, el retiro de la cubierta seminal para el proceso de desinfeccidon de las semillas y el uso de
segmentos cuadrados resultaron adecuados para el establecimiento in vitro los embriones cigdticos de
E. edulis.

El crecimiento y desarrollo de las plantulas de E. edulis a partir de los embriones cigdticos fue favorable cuan-
do se empled el medio basal WPM. Por el contrario, cuando se empleé el medio MS, el crecimiento y desa-
rrollo de las plantulas fue afectado por la presencia de clorosis en las hojas superiores y el necrosamiento
de las hojas basales, con su posterior caida. Esto podria deberse a que el MS contiene una mayor cantidad
de nutrientes, particularmente de nitrégeno, lo que puede haber producido desérdenes fisioldgicos en las
plantulas (Curi et al., 2020). El medio basal WPM ha sido empleado en especies del género Erythrina porque
muestra una respuesta positiva en lo que respecta al crecimiento y desarrollo de las plantulas, como es el
caso de E. velutina (Costa et al., 2010; Fonseca et al., 2015) y E. crista-galli (Sharry et al., 2011). Este medio
posee una menor concentracién de macroelementos (N, P, K, S), por lo que ofrece buenos resultados en espe-
cies lefiosas. Por el contrario, en E. variegata, E. velutina, E. abyssinica y E. fusca, las plantulas se desarrolla-
ron adecuadamente en medios MS, probablemente porque estos contienen cuatro veces mas nitrégeno que
el medio basal WPM, ya que algunas especies de |la familia Fabaceae requieren altos niveles de este elemento
para desarrollarse adecuadamente (Javed et al., 2014; Kirika et al., 2015; Javed et al., 2019; Luangsriumporn
et al., 2021).

En estudios sobre la propagacion in vitro del género Erythrina se han empleado segmentos nodales y regu-
ladores de crecimiento, e.g., 1 mg.L't de BAP y 0.1 mg.L* de ANA en E. variegata, obteniendo una media de
5.9 brotes por explante después de ocho semanas de cultivo in vitro (Javed & Anis, 2014), asi como un valor
de 7.7 tras cuatro semanas con 0.3 mg.L? de TDZ (Javed et al., 2019); 4 y 4.5 mg.L* de BAP en E. velutina,
obteniendo 2.4-2.7 brotes por explante a los 30 dias de cultivo (Costa et al., 2010; Fonseca et al., 2015); y
8.6 mg.L de BAP en E. abyssinica, con 6.8 brotes por explante (Kirika et al., 2015). En este trabajo, las plan-
tulas de E. edulis se propagaron Unicamente mediante segmentos nodales extraidos de plantulas a las 12
semanas de cultivo in vitro en medios de cultivo, crecimiento y desarrollo. Todo ello, sin utilizar reguladores
de crecimiento, lo cual es importante porque estos segmentos no formaron callos friables.

En cuanto a la induccidn de raices adventicias en los segmentos nodales, se reporta el empleo del medio basal
MS con fuente de nitrégeno al 50 % (KNO, y NH,NO,). Esta modificacion ha sido empleada en especies como
Plukenetia volubilis (Millones & Vasquez, 2008; Solis et al., 2018), Eucalyptus globulus (Schwambach et al.,
2005) y Stevia rebaudiana (Akbari et al., 2017). La disminucion de la fuente de nitrégeno tiene un efecto sig-
nificativo en el nimero y la longitud de las raices, y su incremento causa un descenso en la longitud radicular
(Schwambach et al., 2005). Al respecto, Woodward et al. (2006) y de Almeida et al. (2017) han afirmado que
el amonio ocasiona una disminucion del pH en el medio de cultivo, y que los nitratos aumentan este valor,
cuyos desbalances pueden afectar el crecimiento y desarrollo de las raices. En esta investigacion, la disminu-
cion de la fuente de nitrégeno en el medio basal MS tuvo un efecto positivo, probablemente debido a la ma-
yor estabilidad del pH del medio de enraizamiento, lo que favorece el crecimiento y desarrollo de las raices.
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En el caso de Erythrina, se han empleado diferentes concentraciones de AIB para la induccién, crecimiento
y desarrollo de las raices adventicias. En E. variegata, el uso de 0.5 mg.L* de AIB registré el mayor nimero
(3.3 por segmento nodal) y la mayor longitud (3.2 cm) de las raices a las cuatro semanas de cultivo (Javed &
Anis, 2014). En E. abyssinica, 0.5 mg.L! de AIB produjeron la mayor longitud radicular (2.4 por segmento no-
dal) a las cuatro semanas de cultivo (Kirika et al., 2015). En este trabajo, por su parte, se registraron resultados
similares para el enraizamiento de los segmentos nodales de E. edulis a partir de la quinta semana de cultivo
in vitro. El uso de 5 mg.L! de AIB tuvo un efecto positivo en el nimero de las raices (1.8 por segmento nodal)
y su longitud (3.2 cm), siendo la prueba significativa (Figuras 4a y 4b). Por otro lado, cuando se emplearon
concentraciones de AIB por encima de los 5 mg.L?, se inhibid la induccion de raices adventicias. Asimismo,
estos pardmetros disminuyeron con concentraciones menores.

En la quinta semana de aclimatacidn se registré una tasa de supervivencia del 90 %, por lo que las plantas fueron
colocadas en bolsas negras para su crecimiento y desarrollo en casa malla. En el sustrato, conformado por suelo
franco-arenoso y humus de lombriz en una proporcidn de 2:1, las plantas de E. edulis alcanzaron un buen creci-
miento y desarrollo, presentando plantones con buena vigorosidad y aspecto fitosanitario. Ambos componentes
del sustrato permitieron mejorar la retencién de humedad y la aireacién, condiciones indispensables para el esta-
blecimiento del sistema radicular de las plantulas y para el adecuado desarrollo de las plantas (Diaz et al., 2004).

CONCLUSIONES
Este estudio demostrd que se puede realizar la propagacién in vitro de E. edulis a partir de segmentos noda-
les, obteniendo plantulas uniformes sin callos. Este es el primer reporte de este tipo para la especie. Los ha-

llazgos de este trabajo aportan una base para los programas de propagacidén masiva y conservacién ex situ de
esta especie y otras del género Erythrina.
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