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PRESENTACION

Este proyecto de investigacion, titulado “Efecto de Diferentes Medios en la
Micropropagacion de Aniba rosaeodora Ducke (Palo Rosa) usando yemas
apicales en la Provincia de Tambopata - Madre de Dios”, es crucial por la
ausencia de generacion de modo natural de bosques de A. rosaeodora. Esta
situacion supone una amenaza para la produccién y extraccion sostenible de
sus aceites esenciales. El proyecto pretende abordar esta cuestion estudiando
el impacto de diversos medios en la micropropagaciéon de A. rosaeodora,

centrandose especificamente en las yemas apicales.

Para ello, la finalidad del estudio pretende el establecimiento de un protocolo
eficiente de asepsia que busca minimizar la contaminacién microbiana, siendo
entre los factores principales que limita el éxito del cultivo in vitro, garantizando
asi condiciones oOptimas para el desarrollo inicial del material vegetal.
Asimismo, el analisis del indice de superveniencia de yemas que se aplican
en cada fase de la micropropagacion permite evaluar la adaptabilidad y
respuesta fisiolégica del explante frente a los distintos tratamientos,
identificando las etapas mas criticas del proceso. Finalmente, la
determinacion de la concentracién e interaccion 6ptima en los modos de
cultivo tiene como finalidad maximizar el crecimiento, la diversificacion y el
enraizamiento de los explantes, optimizando los recursos y elevando la

eficiencia productiva.

De esta manera, los objetivos se orientan a consolidar un sistema de
micropropagacion técnicamente confiable que no solo impulse la produccion
sostenida de A. rosaeodora, sino que también favorezca la extraccion
responsable de sus aceites esenciales y aporte de manera directa a la

conservacion de la especie de alto valor ecologico.



RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de los medios de cultivo en
la micropropagacion de la especie Aniba rosaeodora mediante yemas
apicales, por lo que se considero un nivel explicativo, tipo aplicada y disefio
experimental. Para ello, se empled un DCA con arreglo factorial 2 x 3, con dos
concentraciones de sales Murashige & Skoog (50% y 100%) y tres niveles de
sacarosa (20, 30 y 40 g/L), generandose seis tratamientos con 30 repeticiones
cada uno, incluyendo 210 plantulas en la fase de introduccion, posteriormente
los explantes sobrevivientes fueron manipulados en las fases de multiplicacion
y enraizamiento. Los resultados demostraron que la concentracion de NaClO
al 1,5% redujo parcialmente la contaminacién, mientras que, el 2% mostro alta
desinfeccion superficial, pero limitaciones frente a contaminaciones
enddégenas. En el establecimiento, los tratamientos TS5 y T6 presentaron
mayores tasas de supervivencia, seguidos de T3 y T4, asociandose su mejor
desempefio a un balance 6ptimo entre nutrientes minerales y concentracion
de sacarosa. En la multiplicacion y enraizamiento, el tratamiento T3 fue el mas
efectivo, con mejor respuesta fisiolégica y un comportamiento microbiolégico
mas estable, aunque sin diferencias estadisticas significativas en el
enraizamiento. Se concluye que los medios de cultivo influyen de manera
determinante en la micropropagacién de A. rosaeodora, donde la combinacién
Ooptima de sales, sacarosa y reguladores de crecimiento mejora la
supervivencia y respuesta de los explantes, destacando el NaCIlO al 1,5% vy

los tratamientos T5, T6 y T3 como los mas eficientes.

Palabras clave: Micropropagacion, yemas apicales, in vitro, reguladores,

enraizamiento.



ABSTRACT

The study aimed to determine the effect of culture media on the
micropropagation of the species Aniba rosaeodora using apical buds,
Therefore, it was considered an explanatory level, applied type, and
experimental design. To this end, a 2 x 3 factorial DCA was used, with two
concentrations of Murashige & Skoog salts (50% and 100%) and three levels
of sucrose (20, 30, and 40 g/L), generating six treatments with 30 replicates
each, including 210 seedlings in the introduction phase. Subsequently, the
surviving explants were manipulated in the multiplication and rooting phases.
The results showed that a 1.5% NaClO concentration partially reduced
contamination, while 2% showed high surface disinfection but limitations
against endogenous contamination. In the establishment phase, treatments T5
and T6 had higher survival rates, followed by T3 and T4, with their better
performance being associated with an optimal balance between mineral
nutrients and sucrose concentration. In the multiplication and rooting phases,
treatment T3 was the most effective, with a better physiological response and
more stable microbiological behavior, although there were no statistically
significant differences in rooting. It is concluded that culture media have a
decisive influence on the micropropagation of A. rosaeodora, where the
optimal combination of salts, sucrose, and growth regulators improves the
survival and response of explants, with 1.5% NaCIlO and treatments T5, T6,

and T3 standing out as the most efficient.

Keywords: Micropropagation, apical buds, in vitro, regulators, rooting.



INTRODUCCION

Aniba rosaeodora Ducke es una especie de arbol utilizada por su madera, el
cual es altamente apreciada por su significativo valor econémico, atribuido
principalmente a su aceite que produce, rico en linalool, una sustancia de
fijacion aromatica. Este compuesto encuentra aplicacion en la elaboracion de
jabones, perfumes y fragancias. La madera de palo de rosa, proveniente de
esta especie, se destaca en América del Sur por su extraordinaria belleza y
refinamiento, gracias a sus destacadas cualidades mecanicas y fisicas
(Kometter 2019).

En esta perspectiva, el desafio que enfrenta el palo de rosa es similar al de
numerosas especies forestales valiosas, ya que resulta complicado
propagarlas debido a la escasa produccion y viabilidad de sus semillas, asi
como a la lentitud en su crecimiento y la demora en el proceso de floracion.

Ya que la obtencion de semillas viables es restringida en cantidad para la
micropropagacion, la producciéon extensiva de plantulas puede enfrentar
restricciones tanto debido a la falta de disponibilidad o acceso adecuado a
estas semillas, como a problemas de contaminacién o susceptibilidad
sanitaria. Estos factores representan limitaciones practicas para la aplicacién

de la técnica de micropropagacion a partir de yemas apicales.

En esta investigacion se realizé la evaluacion de los efectos durante el cultivo
durante la micropropagacion de A. rosaeodora para ello obtener un protocolo
viable para la reintroduccion en su habitat natural, que se encuentra en peligro
de extincién segun los CITES y su gran valor en aprovechamiento sostenible

de sus aceites esenciales.
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CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Descripcién del problema

La especie Aniba rosaeodora Ducke, o palo rosa, ha sido categorizada en
peligro (EN) conforme al Decreto Supremo N.° 043-2006-AG, mediante la cual
se ve aprobada la categorizacion de flora silvestre amenazada. Este marco
normativo se establece especialmente en el articulo 2, que queda prohibido
extraer, recolectar, poseer, transportar y exportar cualquier espécimen de esta
especie (Ministerio de Agricultura, 2006). Asi también, en el trascurso de la
15.2 reunion de la Conferencia de las Partes, se dispuso su incorporacién en
el Apéndice Il de CITES (Cop 15; Doha, 2010).

Durante todo el siglo XX se consideraba que el palo de rosa era una especie
comun en la Amazonia peruana, pero sus poblaciones han disminuido
significativamente en los ultimos tiempos. Encontrar ejemplares maduros de
esta especie en particular es especialmente dificil en la region debido a la
sobreexplotacion (IIAP, 2021). Gutiérrez (2023) manifesto las potencialidades
de esta especie, en especial para que se extraiga aceites esenciales, tales
como el linalool de las hojas de palo de rosa y los tallos. Asimismo, se utiliza
la técnica de extraccion mediante destilacion al vapor para llevar a cabo este
procedimiento dentro del laboratorio de la Universidad Nacional de la

Amazonia Peruana.

A. rosaeodora presenta desafios comunes asi como muchas especies
forestales valiosas, como el retardo en la floracion, el crecimiento lento y la
baja produccion y viabilidad de sus semillas (Herrera 2022). Estudios
anteriores han sefalado la dificultad en la germinacion rapida de especies
lefiosas similares, lo que resulta en una exposicion significativa a la
depredacion por parte de insectos y aves (Herrera Pinedo, 2022; Kometter,

2019), Segun Arturo (2018), los estudios realizados sobre esta especie



evidencian que su baja fructificacion anual, junto con el fuerte ataque que sufre
por los insectos en ciertas temporadas a sus semillas, se ha convertido en un
factor que limita de manera significativa la produccion de plantulas.

Diversos estudios sobre la germinacion mediante semillas, esquejes y otros
métodos no han arrojado resultados eficaces en los ultimos afios. Por ello, se
ha recurrido a estudios en biotecnologia in vitro. Jardim (2010) investigo los
impactos de reguladores de crecimiento en la regeneracion in vitro de palo de
rosa en Brasil, destacando la importancia de las auxinas en este proceso. Otro
estudio realizado por Handa, Sampaio y Quisen (2005) se centraron en el
establecimiento in vitro de explantes de Aniba rosaeodora Ducke, logrando
una supervivencia notable en brotes embrionarios y en explantes de yemas

de palo rosa.

Bajo esta perspectiva, el presente estudio se evalu6é diversos medios de
cultivo con el propdsito de encontrar un medio de establecimiento adecuado
para la micropropagacion in vitro de la especie Aniba rosaeodora Ducke (palo
rosa) durante la fase de introduccion, multiplicacion y enraizamiento en el

laboratorio de biotecnologia del CITE productivo Madre de Dios.

1.2. Formulacién del problema

1.2.1. Problema general

¢, Cual sera el efecto de los medios de cultivo en la micropropagacion de A.

rosaeodora Ducke mediante yemas apicales?

1.2.2. Problemas especificos

PE1. ;Cual sera el protocolo de asepsia eficiente para la micropropagacion
de A. rosaeodora?

PE2. ; Cual sera la tasa de supervivencia de las yemas apicales en cada fase
de establecimiento en los diferentes tratamientos de sales minerales

y niveles de sacarosa de A. rosaeodora?



PE3. ;Cual sera el efecto en la interaccién y concentraciéon optima de los
reguladores de crecimiento en la fase de multiplicacion y enraizamiento

de A. rosaeodora?

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Determinar el efecto de los medios de cultivo en la micropropagacion de la
especie A. rosaeodora mediante yemas apicales.

1.3.2. Objetivos especificos

OE1. Establecer el protocolo de asepsia eficientes para la
micropropagacion de A. rosaeodora.

OE2. Analizar la tasa de supervivencia de las yemas apicales en la
fase de establecimiento en los diferentes tratamientos de sales
minerales y niveles de sacarosa de A. rosaeodora.

OE3. Determinar la interaccidbn y concentracion optima de los
reguladores de crecimiento en la fase de multiplicacidn y enraizamiento

de A. rosaeodora.

1.4. Variables

1.4.1. Variable dependiente

e Yemas apicales de A. rosaeodora in vitro (% de supervivencia, % de

contaminacion, numero de brotes, numero de hojas y viabilidad)

1.4.2. Variables independientes

e Medios de cultivo (sales minerales, fuente de carbdn y fitohormonas).

1.5. Operacionalizacion de variables



Tabla 1

Operacionalizacion de variables para el presente estudio

Variables Variable Definicion operacional Tlpo de Dimensiones Indicadores
variable
Concentracion Son sales de macro micro
de sales . . Y g 50% %
. nutrientes que contienen potasio, e
minerales: . . Cualitativo
. calcio, fosforo etc (Murashige
_ Murashige & 1974 100% o,
Independientes Skoog ) 0 0
. Es una fuente de carbono esencial 20gr Gr
Nivel de . . o
para los cultivos in vitro (Roca 'y Cualitativo 30gr Gr
sacarosa N
Mroginski 1991). 40gr Gr
Son fitohormonas especializadas
BAP en distintos procesos a nivel de las 1,0 0,5 1,0
plantas son capaces de dirigir y
Independientes AlB facilitar la diferenciacion celular, Cualitativa 3,0 1,0 2,0 Mg/l
el alargamiento y los
ANA procedimientos de division 5.0 1,5 3,0
(Alcantara cortes et al. 2019).
En la introduccion en la ‘ ‘
micropropagaciéon in vitro se % de Supervivencia %0
Yemas centra en establecer condiciones . L .
apicales de A Optimas para el cultivo de 7o de Contaminacion /o
Dependientes r(I))saeo dora ii;z explantes seleccionados y en Cuantitativa N° de brotes %
: garantizar que estén libres de Numero de Hojas N°
Vitro. . ;
contaminantes, preparandolos
para el posterior desarrollo Viabilidad N°

(Murashige 1974).




1.6. Hipétesis

1.6.1. Hipétesis general.

El uso de los diferentes medios de cultivo en la Micropropagacion de A.
rosaeodora, mediante yemas apicales tienen un efecto positivo, permitiendo

su establecimiento y desarrollo.

1.6.2. Hipétesis especificas.

H1: La aplicacion de un protocolo de asepsia eficiente reduce
significativamente la contaminacion de las yemas apicales de Aniba
rosaeodora Ducke durante la fase de establecimiento in vitro.

H2: Los diferentes tratamientos de sales minerales y niveles de sacarosa
influyen significativamente en la tasa de supervivencia de las yemas apicales
de Aniba rosaeodora Ducke durante la fase de establecimiento in vitro.

H3: La interaccion entre las concentraciones de reguladores de crecimiento
influye significativamente en la multiplicacion de brotes y el enraizamiento de
Aniba rosaeodora Ducke.

1.7. Justificacion

Las contribuciones de los expertos en la materia sirvieron de base para esta
investigacion. EI método es la micropropagacion in vitro es importante dentro
de la preservacion y la reproduccion de especies vegetales, lo que favorece a
la conservacion de la diversidad biolégica, segun afirman Delgado-Paredes et
al. (2023). Ademas, Jones y Soto et al. (2010) sostienen que la mejora de las
técnicas de micropropagacion y, en particular, la eficacia de las iniciativas de
conservacion en estudio, dependen del conocimiento de aspectos claves que
se involucran con el desarrollo y crecimiento in vitro de las especies arboreas
autoctonas.

Respecto a A. rosaeodora Ducke, reconocida y valorada por sus
caracteristicas aromaticas y medicinales, el estudio de Cortes, Pérez Mgy Rm
(2017) destaca que analizar medios de cultivo con el fin de lograr incrementar
la eficiencia de la micropropagacién. De este modo, se busca asegurar que
se realice una produccion sostenible de material vegetal que mantenga los

rigurosos y elevados estandares de calidad que la normativa solicita.



Este proyecto aportara a las investigaciones actuales el poder analizar de
manera especifica como distintos medios de cultivo influyen en la
micropropagacion de A. rosaeodora en el Peru. Con ello, se pretende aportar
conocimientos utiles para proteger esta valiosa especie y, ademas que
puedan ser potencialmente, aplicables a otras especies afines que se
encuentren en peligro o posean interés medicinal y econémico.

En sintesis, se fundamenta en la importancia urgente de optimizar las técnicas
disponibles de micropropagacion destinadas a la preservacion de especies
nativas como A. rosaeodora. Es importante mencionar que esta indagacion
valida la postura de diversos especialistas que resaltan la relevancia en aplicar
y seguir desarrollando informacion que puedan dirigir los esfuerzos para la

proteccion de la biodiversidad y el impulso de la sostenibilidad.

1.8. Consideraciones éticas

En el marco normativo peruano, es un patrimonio los recursos naturales, y
estan bajo exclusividad del Estado para su aprovechamiento. Asimismo, el art.
67 establece que se debe promover la utilizacion sostenible de dichos
recursos. Asimismo, el articulo 1 de la Ley Forestal y de Fauna Silvestre Ley
N.° 29763 reconoce que todo ser humano posee el derecho de acceder y
hacer uso del patrimonio forestal y de fauna silvestre, siempre que dicho
aprovechamiento se realice conforme a las disposiciones establecidas por las
autoridades nacionales y regionales competentes. Este acceso tiene como
objetivo preservar el patrimonio y sus componentes, siempre en cumplimiento

de la legislacion vigente.

El articulo 137 de la Constitucion considera y posiciona de interés su
investigacion, el fortalecimiento del conocimiento, el desarrollo tecnolégico y
el seguimiento de las acciones orientadas a proteger a la vida silvestre y los
bosques. Asimismo, el articulo 140 sefiala la autorizacién para realizar
investigaciones cientificas en este campo de estudio corresponde a la
autoridad regional de fauna silvestre y forestal. Estas disposiciones legales
enfatizan la relevancia de los recursos naturales, garantizando Ila

conservacion y el respeto a la legislacion pertinente.



CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de estudio

Antecedentes internacionales

Jardim et al. (2010) establecieron un protocolo para generar de manera in vitro
Aniba rosaeodora Ducke (palo rosa) utilizando brotes apicales y segmentos
nodales en diversas concentraciones de reguladores de crecimiento en Brasil.
Se cultivaron empleando medio MS1 enriquecido con 30g. L-1 de sacarosa y
9g. L-1 de agar, complementado con 2,4-D, AIA, ANA y BAP (0,0 y 4,0 mg-L-
1), junto con las combinaciones necesarias para el ensayo de induccidn, brote,
raiz y callos. Asimismo, realizaron el esquema factorial de 7 x 2 con 14
tratamientos y 15 repeticiones. Después de 90 dias detectaron la presencia
de las auxinas donde fue fundamental para los parametros inducidos con el
medio de cultivo que contiene 4,0 mg.L-'de BAP + 6,0 mg.L" de AlA presenta
un mejor medio para brotes con 2,13 brotes/explante, para el enraizamiento
usaron 3,0 mg.L-! de ANA donde esta fue la mas eficiente, presentando una
media de 2,53 raices/explante, en relacion a la callosidad usaron 4,0 mg.L™’
de BAP + 6,0 mg.L"' de 2,4-D, donde presento la mejor medida de 1,67

callos/explante.

Handa, Sampaio de tarso y Quisen caetano (2005) en este trabajo
desarrollaron técnicas de asepsia para la micropropagacion in vitro de
embriones y yemas apicales de Aniba rosaeodora Ducke (palo rosa), para el
tratamiento de asepsia de los embriones y yemas de plantulas usaron dos
antibidticos (Ampicilina y Agrimicina) etanol un 70% e hipoclorito de sodio,
para el tratamiento de la oxidacién introdujeron a la inmersion en PVP
(Polivinilpirrolidona) y acido ascérbico (250 mg/l) en el tratamiento de medio
Murashige & Skoog (MS), los medios de cultivo que se usaron para estimular

la germinacion en Murashige & Skoog (1962), con pH ajustado de 6,2 y



ademas sacarosa (0, 5, 10 e 15%), agua de coco (0, 10, 20 ml), 1,8 g/l de
phytagel y 0,5 g/l de antioxidante Polivinilpirrolidona (PVP), se realizaron 12
tratamientos con 10 repeticiones por tratamiento, fueron sometido a la
comparacion de media de analisis de ANOVA. en el tratamiento de hipoclorito
de sodio (50% y 2%) tuvieron una supervivencia del 71% y una germinacién
del 53%, en hipoclorito sédico (50% y 2% de cloro activo) durante 10 minutos
y se inocularon en medio MS que contenia 20 mg/l de agua de coco al cabo
de 45 dias, los rebrotes de la plantula tratadas con una solucion de sulfato de
estreptomicina (Agrimycin) a una concentracién de 500 mg/I (1h) mostraron
una supervivencia del 51% y por ultimo el tratamiento previo utilizando una
bomba de vacio (180 mmHg) conteniendo Agrimycin (500 mg/l), mostraron
una supervivencia del 25%, podemos decir que el tratamiento de
estreptomicina (Agrimycin) es el mejor para el tratamiento libre de

contaminacion y supervivencia en los brotes apicales.

De-Souza et al. (2022) analizaron el cultivo in vitro de Humulus lupulus, se
busco caracterizar las respuestas de diferentes genotipos bajo el efecto de
distintos reguladores de crecimiento. Investigaron el impacto de las
combinaciones de BAP, AlA y AGs en el desarrollo de lupulo, centrandose en
genotipos de origen americano (Chinook y Columbus) y europeo (Hallertauer
M). Emplearon un disefio experimental aleatorizado de 6x3 (seis medios de
cultivo y tres genotipos) para evaluar el crecimiento radicular, el numero de
segmentos nodales, el numero de brotes y la altura de los brotes. Realizaron
procedimientos de asepsia y cultivo en camara de crecimiento in vitro,
ajustando la distribucion de residuos mediante el uso de covariables para
mejorar el modelo estadistico. El analisis estadistico realizd a través de
Glimmix y analisis de trazados de caminos. Se observaron que los genotipos
de origen americano, Chinook y Columbus, mostraron un desarrollo radicular
optimo con la combinacién de AIA (0,02 mg L") y BAP (1,0 mg L"). En
contraste, el genotipo europeo Hallertauer M. presenté un desarrollo
desfavorable en cultivos con combinaciones de reguladores de crecimiento.

Asimismo, en el estudio se evidencié una asociacion significativa entre la



cantidad de brotes y el numero de segmentos nodales, lo que pone de

manifiesto su alto potencial para la multiplicacion in vitro de clones.

Baloch et al. (2022) analizaron la diversidad genética y estructura poblacional
del palo de rosa peruano (Aniba rosaeodora Ducke) utilizando marcadores de
retrotransposones iPBS, representando un avance significativo en la
evaluacion de la variabilidad genética de esta especie importante tanto
economicamente como ecolégicamente. A diferencia de investigaciones
previas que se centraron en otros tipos de marcadores, este estudio marca la
primera vez que se aplican marcadores de retrotransposones iPBS en el palo
de rosa peruano, demostrando su efectividad y robustez, como se ha visto en
estudios similares en otras plantas, implementando conservacion in situ y ex
situ para preservar esta diversidad genética. Ademas, los hallazgos de este
estudio ofrecen informacién valiosa para futuros programas de mejoramiento
genético y conservacion del palo de rosa peruano, contribuyendo asi a su uso

sostenible y conservacion a largo plazo.

Lencina et al. (2020) tuvieron como objetivo integrar fragmentos nodales y el
desarrollo radicular in vitro de Apuleia leiocarpa, la cual es denominada grapia.
Su finalidad fue conocer distintos tratamientos de desinfeccion que
contribuyeran en la incorporacién eficiente de segmentos nodales, por lo que
evaluaron auxinas y concentraciones a fin de lograr el desarrollo radicular in
vitro y de explantes. De igual manera, la adicion de fragmentos nodales de
grapia repercutio en que la desinfeccion éptima consistia en utilizar hipoclorito
de solido en 2.5% de cloro en un tiempo de 5 minutos, lo cual permitia elevar
la tasa de brotacion y supervivencia. Como resultado tras utilizar un disefio
factorial de 5 x 3 obtuvo que los fracmentos nodales de grapia responden de
manera aceptable al NAA para el enraizamiento in vitro, asimismo, se identiico
que una produccién de callos es aceptable en los tratamientos con auxina, lo
que demuestra una correlaciéon entre los callos y que se forme raices en la

especie analizada.
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Antecedentes nacionales

Kometter (2019) diagnostico sobre la situacion de la especie palo rosa, con el
propésito de sustentar futuras investigaciones orientadas a la conservacion de
dicha especie en la region Ucayali, Peru. Para tal fin, se efectué un examen
minucioso de la documentacién emitida por CITES, de los informes de
entidades especializadas, de la informacion proveniente de empresas
privadas y de los datos proporcionados por el Ministerio del Ambiente
(MINAM). Este trabajo implico la revision y sistematizacion de fuentes
secundarias, asi como la obtencién de informacién primaria mediante correos
electronicos y entrevistas, la cual fue posteriormente organizada y analizada.
En el tratamiento de los datos se recurrié a la construccion de tablas y a
procedimientos estadisticos con el propoésito de evaluar los recursos
naturales, la biologia de la especie, el marco regulatorio y otras variables
pertinentes. Los hallazgos evidenciaron que las poblaciones silvestres de palo
rosa en el Peru se encuentran bajo amenaza, en concordancia con lo
sefalado en el Decreto Supremo N.° 043-2006-AG. Ademas, se constatoé una
marcada disminucién en el diametro de los arboles adultos en las zonas de
Ucayali y Loreto, situaciéon que compromete la viabilidad de la especie segun
los reportes del MINAM. No obstante, se registraron iniciativas de
establecimiento de plantaciones, particularmente en Loreto, que han mostrado

resultados alentadores en términos de regeneracion.

Fernandez Silva (2023) evalud el enraizamiento y la propagaciéon vegetativa
de Aniba rosaeodora en la zona de Puerto Bermudez, centrando el analisis en
la respuesta de las estaquillas a diferentes concentraciones de Acido
Indolbutirico (AIB), en el tipo de seccién empleada y en otros factores
asociados. La investigacion adopté un enfoque experimental: las estaquillas
de A. rosaeodora Ducke se dividieron en tres categorias (apicales, medias y
basales) y se sometieron a cuatro tratamientos hormonales con AIB (8000,
4000, 2000 ppm y un tratamiento control sin AIB). El material vegetal se
dispuso en una camara de enraizamiento, donde se realizd un monitoreo
sistematico durante 64 dias. A lo largo de este periodo se registraron la

longitud promedio de las raices, el numero medio de raices por estaquilla y el
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porcentaje de enraizamiento. Para el analisis de los datos se emplearon
técnicas estadisticas, entre ellas ANOVA y pruebas post hoc de Bonferroni.
En funcion de los resultados, se determind que, bajo las condiciones
ambientales de la localidad estudiada, la alternativa mas eficaz para la
propagacion vegetativa del palo rosa o Aniba rosaeodora corresponde al uso

de estaquillas basales tratadas con 4000 ppm de AIB.

Herrera (2022) examind la repercusion inductiva de 3 tipos y niveles de
citoquininas en el desarrollo de brotes de segmentos nodales de palo de rosa
en un entorno in vitro. Se emplearon secciones vegetativas junto con un medio
de cultivo M&S enriquecido mediante distintos tratamientos. Estos
tratamientos fueron organizados al azar dentro de un disefio completamente
randomizado con un arreglo factorial de 3A (Fuentes) x 3B (Concentraciones)
mas un grupo control. En total, se realizaron 10 tratamientos, cada uno con 8
repeticiones. Los hallazgos revelaron que los tratamientos 5 y 6 presentaron
la mayor cantidad de brotes y una longitud promedio de brote significativa
(8,41 mm y 6,13 mm). Ademas, el tratamiento 9 evidencié un incremento
significativo en la generacién de callos, alcanzando un promedio de 1,2 callos.
Se concluyd que la citoquinina BAP mostré una mayor capacidad para inducir

el crecimiento de brotes.

Campos et al. (2020) establecieron una metodologia para la desinfeccién y
micropropagacion in vitro de Swietenia macrophylla King (caoba) en la zona
de Trujillo (Peru). La desinfeccién de los segmentos nodales se llevé a cabo
utilizando concentraciones del 3 % de Ca(ClO), y NaClO, con tiempos de
exposicion de 10, 15 y 20 minutos para cada tratamiento. Los explantes
supervivientes se transfirieron a un medio de cultivo basal que incluia
hidroponia, LM, WPM y MS, para su posterior desarrollo. En la fase de
multiplicacion, los segmentos se sometieron a ANA en concentraciones de 0,1
y 0,5 mg/l, y a BAP en concentraciones de 0,1, 0,5y 1 mg/l. Los brotes éptimos
para la fase de enraizamiento se generaron en medio WPM, utilizando dosis
variables de ANA (1y 2 mg/l) y BAP (0,5y 1 mg/l). Los resultados indicaron
que las porciones nodales tratadas con una solucién de NaOCI al 3 % durante

15 minutos tuvieron la mejor tasa de supervivencia, que alcanzo el 87 %.
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Durante la fase de crecimiento, el WPM se identific6 como el medio de cultivo
mas eficaz, con una longitud media de los brotes de 7,20 mm. En la fase de
multiplicacion, una concentracion de 1 mg/l de BAP dio lugar a una longitud
media de los brotes de 8 mm; sin embargo, en la fase de enraizamiento, el
tratamiento con 1 mg/l de ANA produjo el maximo numero de raices a los 50

dias.

Navarro (2001) investigé el medio de cultivo 6ptimo para la generacién de
callos diferenciados o plantulas a partir de yemas de Cedrelinga cateniformis
Ducke (tornillo), centrandose en la concentracion de reguladores de
crecimiento (citoquinina-auxinas, inositol y agua de coco). Se recolectaron
yemas apicales de plantones de 7 a 9 meses de edad, y se aplicaron tres tipos
de tratamiento, cada uno con cinco repeticiones para cada fase del estudio,
siguiendo un disefio experimental con la prueba de ANOVA. Los siguientes
tratamientos fueron implementados: T3 (3% de sacarosa + 0,05 gramos de
inositol + 100 ml de agua de coco + 0,5% de agar); T2 (3% de sacarosa + 0,1
gramos de inositol + 0,05 gramos de BAP + 0,8% de agar); y T1 (3% de
sacarosa + 0,05 gramos de ANA + 0,05 gramos de BAP + 0,6% de agar). Se
registraron variaciones significativas entre los distintos tratamientos. El
tratamiento T1 presento los resultados mas favorables con un incremento
notable en la proliferacion celular. No obstante, no se observé formacién de
brotes ni enraizamiento, lo que podria deberse a una dosis inadecuada de
AlA.

Antecedentes regionales

Rafael (2022) analiz6 el efecto de tres variantes, correspondientes a dos
concentraciones de sales minerales y una de sacarosa, en la propagacion in
vitro de castafas. Para ello, emple6 yemas apicales de plantulas de seis
meses de edad. En la fase de establecimiento se utilizé el medio de cultivo
WPM, complementado con las reguladoras de crecimiento ANA y BAP,
ademas de agar como agente gelificante. Durante la etapa de multiplicacién,
al examinarse el efecto de las distintas concentraciones de sales mediante el

método WPM, en combinacion con agar y sacarosa, los resultados
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evidenciaron que el uso del 100 % de WPM favoreci6 un crecimiento superior
de los explantes, mientras que la sacarosa a una concentracion de 30 g/L
incidié de manera significativa en el incremento de la altura y en el desarrollo

de los nudos.

2.2. Marco teodrico

2.2.1. Descripcidon taxonémica de la especie

Aniba rosaeodora Ducke, conocida comunmente como palo rosa, es una
especie arborea perteneciente a la familia Lauraceae, nativa de la region norte
de Sudamérica y distribuida principalmente en bosques tropicales humedos
de la Amazonia desde el norte de Sudamérica hasta el norte del Peru (Teles
et al., 2020). Esta especie presenta la siguiente descripcion taxonémica de
acuerdo con el Jardin botanico Missouri (2024):

Descripcién taxondmica:

Reino: Plantae

Familia: Lauraceae

Género: Aniba Aubl

Especie: Aniba rosaeodora Ducke

Nombre comun: Paurosa, palo rosa y palo de rosa.

Fuente: Jardin botanico Missouri (2024)

2.2.2. Distribucién geografica

Colombia (Amazonas); Venezuela (Amazonas, Trujillo); Guyana; Surinam;
French Guiana; Ecuador; Peru; N-Brazil (Amapa, Para, Amazonas) (Hassler
2020). Es tipica de areas abiertas dentro de la selva y se encuentra
principalmente en suelos arcillosos. En Peru, se distribuye de forma natural
en los departamentos de Ucayali, Amazonas y Loreto. Ademas, puede ser
encontrada en otras regiones donde ha sido introducida o -cultivada,

especialmente en Loreto (Rengifo y Campos, 2007).
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2.2.3. Descripcién botanica

Salgado (2007) indica que A. rosaeodora es el arbol que alcanza una altura
aproximada de 30 metros con un diametro de unos dos metros. Su tronco se
presenta recto y cilindrico, con una corteza de tonalidades amarillo-castafo
que se desprende en forma de grandes hojuelas, emitiendo un aroma en todas
sus partes. Las hojas, dispuestas a lo largo de las ramas mas pequefas, son
coriaceas y generalmente miden entre 4 y 5 centimetros de ancho, con bordes
lisos y un apice acuminado. Las nervaduras secundarias se ramifican desde

la nervadura primaria con un angulo de divergencia de 45-60°.

La especie conocida como palo rosa es originaria de la Amazonia y exhibe un
significativo potencial econémico derivado de la extraccion del linalol. Este
compuesto se obtiene del aceite esencial presente en todas las partes del
arbol, incluyendo las hojas, flores y madera. El linalol es un componente muy
solicitado en la industria de la perfumeria, donde se utiliza como fijador

(Sampaio, Parente y Noda, 1989).

2.2 4. Propagacion vegetativa

La propagacion vegetativa consiste en efectuar su multiplicacion asexual que
es mediante propagacién por estacas o por injerto, donde la planta presenta
tres aspectos diferentes, las manipulaciones mecanicas y procedimiento
técnico cuyo dominio requiere de cierta practica y experiencia (Hartmann y
Kester, 1997).

2.2.5. Micropropagacion vegetal

Segun la definicion de Roca y Mroginski (1992), se refiere a una técnica
aséptica que implica la manipulacion de células, tejidos, érganos o plantas con
el propdsito de generar nuevas plantulas que sean idénticas, tanto fenotipica

como genéticamente, a la planta madre.

De acuerdo con Roca y Ramirez (2000), una de las grandes fortalezas de la
reproduccion vegetativa es mediante el cultivo de tejidos, es la habilidad de

obtener una gran cantidad de plantas en un corto periodo y en un area
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reducida. Esta ventaja econdmica se hace mas evidente al contrastarla con

los métodos tradicionales de propagacion sin semillas.
Etapas de micropropagacion

De acuerdo con Murashige (1974), el proceso de micropropagacion
comprende las siguientes etapas sucesivas:

Etapa 0: Produccién en vivero. Tiene por finalidad asegurar, mediante un
manejo sanitario adecuado, que el material vegetal de partida se encuentre
libre de agentes patdgenos, de modo que las plantas presenten un
crecimiento vigoroso y no exhiban sintomas de enfermedad antes de ser
utilizadas como explantes.

Etapa 1: Inicio. Comprende la seleccion y aplicacion del protocolo de
desinfeccion mas apropiado, asi como la incorporacion de los explantes en un
medio de establecimiento, buscando alcanzar altas tasas de supervivencia.
Etapa 2: Multiplicacién de brotes. En esta fase se promueve la rapida
generacion de brotes, procurando mantener la estabilidad y fidelidad genética
del material propagado.

Etapa 3: Enraizamiento y elongacion. Corresponde al periodo en el que se
favorece el alargamiento de los brotes y la formacién de raices, con el objetivo
de obtener plantulas vigorosas y aptas para su posterior aclimatacion.

Etapa 4: Aclimatacién de in vitro a ex vitro. Incluye la preparacién progresiva
de las plantas obtenidas in vitro para su adaptacion a condiciones ambientales
externas controladas, garantizando su sobrevivencia y crecimiento fuera del

sistema de cultivo in vitro.

2.2.6. Cultivo de tejidos vegetales

Roca y Mroginski (1991) expusieron un método que utilizaron para la
separacion de células de plantas, tejidos u 6rganos en un entorno esteéril. Este
procedimiento se realiza en un medio de cultivo disefiado y en condiciones de
incubacion reguladas. La técnica se fundamenta en la produccién de diversas
muestras a partir de una seccion del tejido de una planta madre, lo que
posibilita el cultivo de cantidades considerables de plantas idénticas, exentas

de gérmenes y que pueden llevarse a cabo en cualquier época del afo.
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Segun Roca y Ramirez (2000), se sefala que la habilidad de las células de
las plantas para exhibir totipotencia al ser cultivadas en vitro fue determinada
por Steward y su equipo en mil novecientos cincuenta y ocho. Un trozo de
tejido, conocido como explante, es cultivado de forma estéril en un medio

particular y en circunstancias adecuadas.

2.2.7. Tipos de micropropagacion

Las plantas superiores exhiben la capacidad de reproducirse tanto de manera
sexual como asexual, dependiendo de su nivel evolutivo. En el proceso de
propagacion sexual, las nuevas plantas se generan mediante la fusion de
gametos parentales, dando lugar a embriones (semillas) que representan una
combinacion genética unica y, por ende, son genéticamente distintos de sus
progenitores. Por contraste, la reproduccion asexual consiste la formacion de
nuevas plantas a partir de células somaticas, resultando en una composicion
genética idéntica, y estas plantas se conocen como clones (Hartmann y Kester
1997).

Segun Roca y Mroginski (1991) indican que la embriogénesis somatica implica
la formacion de un embrion sin la necesidad de la union o fertilizacion de
gametos. Se distingue entre la embriogénesis somatica directa e indirecta,
fendmenos que ocurren con regularidad en la naturaleza. Este proceso, la
embriogénesis somatica, ofrece beneficios significativos para la propagacién
masiva de plantas. Mediante esta técnica, es posible generar cantidades
industriales de cultivos y desarrollar semillas especializadas. A diferencia de
la embriogénesis, la organogénesis implica la obtencion de tallos, raices o
flores a través de yemas, generando nuevos brotes. Este proceso puede ser
directo, surgiendo desde el explante, o indirecto, originandose a partir de
callos, ambos requiriendo medios de cultivo. Tanto mediante organogénesis
como embriogénesis en la micropropagacion, se logra la obtencién de

plantulas.
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2.2.8. Propagacion in vitro

Martinez et al., (2010) indican sobre, la propagacion in vitro es un método que
implica tomar una porcién de una planta y colocarla en un entorno de cultivo
estéril, donde se propiciara su desarrollo. Este enfoque especifico, aplicado a
especies tropicales, ofrece la posibilidad de mantener y multiplicar de manera
controlada material vegetal determinado. Ademas, afade nuevas
dimensiones a las practicas tradicionales de silvicultura, permitiendo lograr
dos objetivos esenciales en la gestion forestal: utilizar los recursos para
mejorar genéticamente las especies y conservar la diversidad de los bosques

nativos.

2.2.9. Medios de cultivo

Se les conoce como elementos macro y micronutrientes, que incluyen una
variedad de componentes, tales como sales minerales, carbohidratos (como
la sacarosa), vitaminas, aminoacidos y reguladores del crecimiento. Estos
ultimos son sustancias quimicas encargadas de supervisar el desarrollo de
tejidos y células. Ademas, el medio puede contener sustancias gelificantes
que solidifican el entorno en forma de gel como el agar, proporcionando un

soporte fisico para el crecimiento de las plantas (Martinez et al. 2010).

2.2.10. Reguladores de crecimiento

e Auxinas

Son fitohormonas especializadas en distintos procesos a nivel de las plantas
son capaces de dirigir y facilitar la diferenciacion celular, el alargamiento y los
procedimientos de division. Entre las auxinas mas reconocidas se halla la AlA,
que se produce de forma natural, asi como otras de origen sintético como el
IBA, 2,4-D y NAA (Alcantara cortes et al. 2019).

Roca y Mroginski (1991) sefialan que poseen una notable capacidad para
promover el crecimiento y la extension celular. Entre las auxinas naturales se
encuentran la AlA, el etilindo-3-acetato, el acido indol-3-propidnico y el indol-
3-acetonitrilo, mientras que las auxinas artificiales incluyen el 2,4-D, ANA y
AlB.
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e Citoquininas
Poseen la capacidad de favorecer una intensa multiplicacion y division de las
células, fomentando tanto el comienzo como el alargamiento de las raices.
Adicionalmente, pueden provocar el envejecimiento de las hojas, lo que
impulsa el crecimiento foto-morfogénico de la planta y es fundamental en el

aumento y formacion de brotes a nivel vegetal (Alcantara et al. 2019).

e Vitaminas
Roca y Mroginski (1991) explican que no es completamente esencial
incorporar vitaminas como el colina, riboflavina, biotina y acido pantoténico.
Sin embargo, resulta crucial afiadir vitaminas como la tiamina, piridoxina y
acido nicotinico hasta que los cultivos hayan alcanzado la fase de desarrollo

o se hayan vuelto verdes.

e Acido giberilico (GA3)
Es un acido necesario para alargar los segmentos nodales, debido a que
contribuye en la estimulacion durante la elongacion en células, tanto en
escenarios de oscuridad y luz. Ademas, cumple un rol crucial en la iniciacién
de la floracion, siendo de suma importancia para la fertilidad de las plantas

tanto masculinas como femeninas (Alcantara cortes et al. 2019).

2.2.11. Fuentes de carbono

Los cultivos de micropropagacion, al ser autétrofos, necesitan fuentes de
carbono, lo cual es esencial. La sacarosa, en rangos de concentracion entre
el 2% y el 5%, representa el azucar mas comunmente empleado y puede ser
reemplazada por glucosa, aunque en menor medida por fructosa. En lineas
generales, la galactosa y la maltosa son menos eficaces para este propésito
(Roca y Mroginski 1991).

La baja iluminacion en las salas de desarrollo destinadas a la fotosintesis in
vitro limita significativamente la productividad de energia y carbohidratos. Por
lo tanto, para facilitar un leve desarrollo heterotréfico, se agrega sacarosa al
medio de cultivo, segun (Taylor et al. 1995). Sin embargo, no se garantiza que

se fructifique.
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2.212. La Asepsia

Roca y Mroginski (1991) sefialan que la combinacion explante-medio y las
condiciones fisicas de incubaciéon generan un entorno propicio para el
crecimiento de microorganismos, bacterias y hongos. Estos microorganismos
tienen el potencial de causar dafo a los cultivos al competir con el explante
por los nutrientes del medio o al modificarlo. Prevenir la contaminacién
microbiana es esencial para garantizar el éxito no solo en la fase inicial de los

cultivos, sino también durante su subsiguiente manipulacién e incubacion.

2.2.13. Factores externos del cultivo

a) Latemperatura
En el desarrollo de cultivos in vitro se establece una temperatura éptima puede
requerir un enfoque constante. En donde mayormente, se pueden lograr
resultados destacados manteniendo temperaturas de incubacion entre 20 y
28°C.

b) El fotoperiodo
El desarrollo de las plantas puede ser favorecido por la duracion de la
exposicion a la luz, al igual que la proliferacion de explantes cultivados in vitro

puede ser afectada negativamente por la cantidad de luz que reciben.

c) Laintensidad de luz
La forma en que la luz incide tiene un impacto directo en la apariencia de las
plantas, y estos requisitos varian segun el tipo de planta y su fase en el
proceso de micropropagacion. Dos factores clave que contribuyen al
desarrollo de las plantas son la densidad y el espectro del flujo de fotones
(Rizzo 2020).

2.3. Definicion de términos

De bartolini y Lallana (1995) hacen referencia a los vocablos habitualmente

empleados en los cultivos realizados in vitro.

e Asepsia: Ausencia de infeccidn o presencia de microorganismos

contaminantes.
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Inducciéon: Comienzo de una estructura, érgano o proceso en un
ambiente controlado.

Brotes: Tejido no diferenciado, que se localiza dentro del brote
superior, en muchos casos se observa como una estructura luminosa
lejos del punto de inicio foliar, ademas tiene una longitud inferior a 0. 1
mm al ser extraido.

Termoterapia: Consiste en someter a la planta afectada por un virus a
temperaturas inusualmente altas durante un periodo especifico, de
manera que el calor desactive el virus sin causar la inactivacién total de
la planta.

Explante: Tejido que se extrae de su lugar de origen y se coloca en un
entorno artificial para su preservacion o desarrollo.
Micropropagacion: Reproduccion clonal en condiciones controladas
de plantas a partir de fragmentos nodales o brotes terminales, con un
aumento notable en la produccion de brotes durante los subcultivos.
Subcultivo: En el cultivo de plantas, se refiere al método donde el
tejido o fragmento se divide en partes mas pequefias y luego se coloca
en un nuevo medio de cultivo.

Regeneracion: En el cultivo de plantas, se manifiesta como una
respuesta morfolégica a ciertos estimulos, produciendo brotes,
embriones o plantas completas.

Totipotente: Una propiedad celular que permite la capacidad de

generar todos los tipos de células del organismo maduro.
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CAPITULO lll: METODOLOGIA DE INVESTIGACION
3.1. Lugar de estudio

El estudio se ejecutod en instalaciones del laboratorio de micropropagacion de
plantas, que estéa en la instalacion del CITE productivo Madre de Dios, ubicada
en el kildbmetro 16,5 de la via Puerto Maldonado — Cusco, en el distrito y
provincia de Tambopata, en el departamento de Madre de Dios. Las
coordenadas exactas fueron 19 grados de latitud Este, 0478905, y 8 grados
de longitud Norte, 8607585.

Figura 1
Referencia de ubicacién del laboratorio

Referencia de Ubicacion del CITE Productivo Madre de Dios . : i =vence

9 Aeropuerto Internacional Padre Aldamiz
CITE Productivo Madre de Dios

» Ruta hacia el area de estudio

/ :

Google Earth

- g 4 km .

Nota. Obtenido de Google Earth, 2025. https://maps.app.goo.gl/WrWDZgXHmr127jzK9.



https://maps.app.goo.gl/WrWDZgXHmr127jzK9
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3.2. Tipo de estudio

Segun Hernandez-Sampieri (2018) la investigacién adopta un nivel explicativo
de tipo aplicada, porque consistié en establecer el mejor medio de cultivo en

la micropropagacion de A. rosaeodora.
3.3. Diseno de estudio

Segun Ruiz y Valenzuela (2022), el disefio experimental permite evaluar el
efecto de una o mas variables independientes sobre una variable de
respuesta, bajo condiciones controladas y previamente definidas. En ese
sentido, la presente investigacion se desarrollé bajo un enfoque cuantitativo,
con disefio experimental y alcance longitudinal, debido a que se evalud la
respuesta de las yemas apicales de Aniba rosaeodora Ducke frente a
diferentes medios de cultivo durante las fases de introduccion,

establecimiento, multiplicacion, enraizamiento y elongacion.

Para la fase de introduccion y establecimiento se empleé como disefio
estadistico el Disefio Completamente Aleatorizado (DCA) con arreglo factorial
2 x 3, considerando dos factores de estudio. El primer factor correspondié a
la concentracion de sales minerales del medio Murashige y Skoog, con dos
niveles: 50 % y 100 %. El segundo factor correspondié a los niveles de
sacarosa, con tres concentraciones: 20 g/L, 30 g/L y 40 g/L. La combinacién
de ambos factores permitio obtener seis tratamientos experimentales, a los
cuales se afadid un tratamiento testigo, alcanzando un total de siete

tratamientos.

Tabla 2

Diferentes combinaciones de los factores de estudio

Factor 1 Factor 2
(Concentracién de Combinacion Tratamientos
Murashige & Skoog) Nivel de Sucrose
b1 alb1 1
a1l b2 alb2 2
b3 a1b3 3
b1 a2b1 4
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a2 b2 a2b2 5
b3 a2b3 6
Testigo - - 7

Nota. Elaboracion propia.

En la fase de multiplicacion se evaluo el efecto de diferentes concentraciones
de reguladores de crecimiento sobre la respuesta morfogénica de los
explantes de Aniba rosaeodora Ducke previamente establecidos. Para ello, se
consideré como factor de estudio la combinacion de BAP y AIB, donde los
tratamientos incluyeron tres combinaciones hormonales y un tratamiento
testigo sin reguladores de crecimiento, con la finalidad de comparar la

respuesta de los explantes frente a distintos niveles de estimulacion hormonal.

Tabla 3

Combinaciones de los tratamientos con los reguladores de crecimiento

Tratamiento Reguladores De Crecimiento (factor 3)

BAP (Mg/ L) AIB (Mg/L)
T1 1,0 0,5
T2 3,0 1,0
T3 5,0 1,5

Testigo - -
Nota. Elaboracion propia.

En la fase de enraizamiento y elongacion se evaluo el efecto de diferentes
concentraciones de auxina sobre el desarrollo radicular y el crecimiento de los
explantes de Aniba rosaeodora Ducke provenientes de la fase de
multiplicacion. Para ello, se empleé acido naftalenacético (ANA) como
regulador de crecimiento, debido a su funcién en la induccion y formacién de
raices en cultivos in vitro. Los tratamientos incluyeron tres concentraciones de
ANA y un tratamiento testigo sin auxina, con la finalidad de comparar la
respuesta de los explantes frente a distintos niveles hormonales y determinar
la concentracion mas adecuada para favorecer el enraizamiento y la

elongacion.
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Tabla 4
Combinacion de los tratamientos de multiplicacién y auxina para el
enraizamiento.
Tratamiento Auxina (factor 4) ANA (Mg/ L)

T1 1,0

T2 2,0

T3 3,0

testigo --

Nota. Elaboracién propia.

3.4. Poblaciéon y muestra

3.4.1. Poblaciéon

La poblacion estuvo conformada por 300 plantones de Aniba
rosaeodora Ducke, mantenidos bajo condiciones de invernadero en el
Centro de Innovacion Productiva y Transferencia Tecnologica (CITE
Productivo) en Madre de Dios. A partir de estos individuos se
seleccionaron los explantes correspondientes a yemas apicales, los
cuales fueron utilizados como material vegetal inicial para el desarrollo

del experimento de micropropagacion in vitro.

3.4.2. Muestra

La muestra inicial estuvo constituida por 210 yemas apicales de Aniba
rosaeodora Ducke, seleccionadas a partir de plantulas mantenidas en
buen estado fisiologico y sanitario en el invernadero del CITE Productivo
— MDD. La seleccidén de los explantes se realizé6 mediante un muestreo
no probabilistico intencional, considerando yemas apicales sanas,
vigorosas, sin dafios mecanicos visibles y sin signos externos de
contaminacién o deterioro, debido a que la micropropagacién requiere
material vegetal viable para su establecimiento bajo condiciones

estériles.
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El tamano de la muestra se determiné a partir de la estructura del disefio
experimental correspondiente a la fase de introduccion y
establecimiento. En esta etapa se evaluaron dos factores: la
concentracion de sales de Murashige y Skoog, con dos niveles, 50 % y
100 %, y la concentracion de sacarosa, con tres niveles, 20 g/L, 30 g/L
y 40 g/L. La combinacion de estos factores generd seis tratamientos
experimentales, a los cuales se anadid6 un tratamiento testigo,
obteniéndose un total de seis tratamientos y un testigo. Cada
tratamiento contd con tres repeticiones y cada repeticion estuvo

conformada por diez yemas apicales, aplicandose la formula:
N=[(AXB)+T]XR xU

Donde:

N = numero total de unidades experimentales

A = niveles del factor concentracion de sales Murashige y Skoog
B = niveles del factor sacarosa

T = tratamiento testigo

R = numero de repeticiones

U = numero de yemas apicales por repeticion
3.5. Métodos y técnicas

3.5.1. Fase de invernadero

a) Seleccion de plantulas de A. rosaeodora.
Las plantas madre de Aniba rosaeodora Ducke fueron seleccionadas del
invernadero del CITE Productivo — MDD, considerando como criterios de
inclusion su buen estado fisiolégico y sanitario, una altura aproximada de 15
a 30 cm y una edad entre 4 y 6 meses.

b) Tratamiento en invernadero.

Al elegir las plantas madre o de donacién, se conservaron en un invernadero,

empleando un tratamiento especifico que incluia fungicida benomyl a razén
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de 2 gramos por litro y fertilizante foliar, el cual se aplic6 semanalmente
durante un periodo de un mes, con el objetivo de reducir la carga de

microorganismos.
c) Colecta de explantes (Yemas apicales)

Se llevo a cabo en las primeras horas del dia en las plantas elegidas en el
invernadero CITE productivo - MDD. Los utensilios de corte se desinfectaron
al 70% con alcohol tras cada uso y se utilizd el equipo apropiado para
minimizar incluso la mas pequeina contaminacion del explante. Para cortar los
explantes, se utilizaron pinzas vy tijeras, manteniendo un angulo de 45° en

relacion con el eje horizontal.
d) Transporte de explantes.

Las muestras que fueron recogidas se guardaron en botellas etiquetadas,
para luego ser transportadas al laboratorio lo mas rapido posible con el

objetivo de mantener su calidad

3.5.2. Fase laboratorio

a) preparacion de medio cultivo

De acuerdo con el INIA (2019), la correcta determinacion de la composicion
del medio de cultivo constituye un requisito esencial para el cultivo in vitro, por
cuanto proporciona el soporte basico para el desarrollo de las plantas.

Seguidamente, se detalla el procedimiento seguido para su elaboracion.

En un cilindro aforado se midié un volumen de 1000 mL de agua purificada;
de este volumen, se vertieron cerca de 700 mL en un vaso de precipitados, el
cual se colocé sobre un agitador magnético con el fin de favorecer la
disolucién. Posteriormente, se incorporaron los componentes del medio de
cultivo, previamente pesados en una balanza analitica, manteniendo la

agitacion constante hasta lograr la completa homogeneizacion de los solutos.

Luego, se completod el volumen final hasta 1000 mL y se reguld el pH a 5,7

empleando soluciones de HCl y NaOH. Se afadieron 6 g de agar como agente
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gelificante y la mezcla se calentd en horno microondas durante 11 minutos,
asegurando asi su total disolucion. Después, se distribuyeron 5 mL de la
preparacion en tubos de ensayo n.° 25 (25 x 250 mm), los cuales se colron
con tapas plasticas. El medio fue esterilizado en autoclave a 121 °C durante
15 minutos a una presién de 1 atm. Finalmente, los tubos se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se conservaron en refrigeracion hasta su utilizacion.

b) desinfeccion del explante de A. rosaeodora

Con base en el protocolo adaptado de Rafael (2022), se establecieron tres
etapas de desinfeccion para definir el procedimiento inicial que se aplicé de
manera uniforme a todos los explantes. En total se trabajo con 60 explantes,
con el propdsito de identificar el tratamiento de desinfeccion mas adecuado.
Las fases se desarrollaron de la siguiente manera:

e Fase 1: esta etapa se desarroll6 fuera de la cabina de flujo laminar. Los
explantes fueron colocados en una solucion de agua con jabén y se
mantuvieron bajo agitacion constante durante 10 minutos. Luego, se
efectuaron tres enjuagues sucesivos con agua de la llave y un enjuague
final con agua esterilizada, con el propdsito de eliminar completamente
los restos de detergente.

e Fase 2: los explantes se introdujeron en una solucion de benomyl
durante un intervalo de 1 a 2 horas. Concluido el tiempo de exposicion,
se procedio a realizar tres lavados con agua destilada, a fin de retirar
el exceso de fungicida adherido al material vegetal.

e Fase 3: esta fase tuvo lugar dentro de la cabina de flujo laminar. Los
explantes fueron expuestos a soluciones de hipoclorito de sodio
(NaClO) en concentraciones de 2 %, 1,5 % y 1 %, manteniéndolos en
agitacion continua durante 20, 15 y 10 minutos, respectivamente. Una
vez completado el proceso de desinfeccidn, se efectuaron cuatro
enjuagues consecutivos con agua destilada estéril, con tiempos de 4,
3, 2 y 1 minuto, en ese orden, con la finalidad de eliminar cualquier
remanente del agente desinfectante.

c) Introduccion o establecimiento de explantes de A. rosaeodora

Conforme a las directrices del INIA (2019), el propdsito de esta primera fase

es lograr cultivos viables y libres de contaminacion, con el fin de asegurar un
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adecuado establecimiento de los explantes. Para ello, se requiere
implementar rigurosamente las medidas complementarias recomendadas por
la institucion, entre las cuales se incluyen la desinfeccion de la cabina de flujo
laminar, la limpieza del equipamiento destinado al cultivo in vitro y la utilizacion
de vestimenta apropiada por parte del personal que manipula el material

vegetal.

Finalizado el procedimiento de desinfeccion, los explantes se colocaron sobre
papel absorbente con el objetivo de eliminar las partes oxidadas de cada
muestra. Seguidamente, se sembraron en tubos de ensayo numerados (25 x
250 mm) que contengan 5 mL de medio de cultivo. Luego, los tubos fueron
cubiertos con envoltura plastica y etiquetados de acuerdo con la nomenclatura
cientifica correspondiente. El material vegetal se ubicara en una camara de
cultivo con un régimen de 16 hrs de luz y 8 horas de oscuridad, manteniendo
una temperatura de 28 °C y una intensidad luminosa de 2000 lux. Los
explantes se conservaran bajo estas condiciones durante un periodo de 30

dias, tras el cual se realizo su evaluacion correspondiente.

d) Multiplicacion de explantes de A. rosaeodora.
De acuerdo con lo sefialado por el INIA (2019), la finalidad de esta etapa
consiste en conservar y aumentar el numero de brotes disponibles para los
sucesivos ciclos de propagacion. Para ello, en la fase de propagacion se
emplearan explantes previamente establecidos, asi como aquellos que
presenten brotes foliares con varias hojas desarrolladas. Los explantes se
dispondran sobre papel bond, bajo la campana de flujo laminar, a fin de

eliminar las zonas oxidadas antes de su establecimiento en el medio de cultivo.

La inoculacion se realizara utilizando tubos de ensayo de 25 x 250 mm, cada
uno con un volumen de 5 mL de medio de cultivo. A continuacion, los tubos
seran cerraron herméticamente con cubiertas plasticas y etiquetados segun el
cédigo asignado a cada tratamiento. El material vegetal se colocaronuti en una
camara de crecimiento programada con un fotoperiodo de 16 horas de
iluminacion y 8 horas de oscuridad, manteniendo una temperatura constante

de 28 °C y una intensidad luminica de 2000 lux. Los explantes permanecieron
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bajo estas condiciones controladas durante un lapso de dos meses v,

transcurrido dicho intervalo, se procedera a su evaluacion.

e) Enraizamiento y elongacion del explante de A. rosaeodora.
La etapa de elongacién o alargamiento, segun INIA (2019) se enfoca en la
formacién y el avance de brotes saludables mediante la replicacion celular.
Para realizar esta etapa de crecimiento, se utilizaron los fragmentos ya
establecidos y aquellos que hayan generado brotes con varias hojas en
desarrollo. En el area de flujo laminar, se tomaron los fragmentos y se
dispondran sobre papel bond para retirarle las secciones dafiadas de cada
fragmento. Después, se introduciran en tubos de ensayo con 5 ml de sustrato

nutritivo.

Finalmente, se cubrieron los tubos con plastico de cocina y se etiquetaron.
Los tubos que tienen muestras de plantas seran llevados a un espacio de
cultivo con un ciclo de luz de 16 horas y 8 horas de sombra, a una temperatura
de 28 °C y una luz de 2000 lux. Se conservaran los explantes durante un lapso

de 2 meses para su evaluaciéon mas adelante.

3.6. Materiales y equipos e insumos.

a) Materiales

v Pizeta
Plumoén indeleble
Saran wrap
Bolsas autoclavables
Papel toalla
Frascos de vidrio
Pinza
Bisturi
Espatula
Placas Petri

Encendedor

S N N T T N e N N NS

Mechero
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b)

m

q
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v

Gradilla
Tubos de ensayo
Micropipeta
Probeta
Vaso precipitado
Pipeta
Platos de pesaje
Magneto

uipos
Camara fotografica
Aire acondicionado
Cabina de flujo laminar
Estufa
Agitador magnético
Autoclave
Refrigeradora
Horno microondas
Balanza analitica
PH metro

Destilador de agua

c) Insumos

v

S N N N NS

Murashige & Skoog

Reguladores de crecimiento (auxinas, giberelinas, citoquininas)
Antioxidantes (acido citrico, acido ascorbico)

Vitaminas (tiamina, myo inositol)

Agente gelificante (agar)

Fuente de carbono (Sacarosa)

Antibioticos (cefotaxmicine)
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3.7. Tratamientos de los datos

Los datos del experimento fueron organizados en una hoja de calculo de Excel
365 a partir de la ficha de registro utilizada para el seguimiento de la
micropropagacion de Aniba rosaeodora mediante yemas apicales, en la cual
se consignaron los datos generales del ensayo, la identificacion de cada
explante, la presencia de contaminacién y su condicién aséptica, asi como
sus caracteristicas morfolégicas y variables de desarrollo como numero de
hojas, crecimiento y altura a los 25 dias. Ademas, se registré la viabilidad de
cada explante y las observaciones correspondientes. Con base en esta
informacion se calcularon indicadores importantes como el porcentaje de
supervivencia, el porcentaje de contaminacién, la altura del explante, el
numero de hojas y el numero de nudos, lo que permitié evaluar de manera

objetiva la respuesta de los explantes frente a los diferentes medios de cultivo.

3.8. Analisis de datos

En primera instancia, se aplicé una prueba de normalidad con el propdsito de
comprobar si los datos cumplian el supuesto de distribucion normal; cuando
este requisito no se verifico, se recurrié a la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis, mediante la cual fue posible contrastar las medianas de los
tratamientos e identificar diferencias globales. Posteriormente, se utilizé la
prueba post hoc de Dunnett para efectuar comparaciones multiples entre los
tratamientos tomando como referencia un grupo control, lo que permitio
caracterizar de manera precisa el comportamiento diferencial de los medios

de cultivo analizados.



32

CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Establecer el protocolo de asepsia eficientes para la

micropropagacion de A. rosaeodora.

En la figura 2, se evidencia el nivel de asepsia en la supervivencia de los
explantes de Aniba rosaeodora Ducke, donde el T1 con NaCIO al 1%, no se
obtuvo ningun explante aséptico, evidenciando una ineficacia total del
tratamiento, a diferencia de, el T2 con NaClO al 1.5%, el 20% de los explantes
permanecieron sin contaminacion, lo que representa una mejora notable,
mientras que, el T3 con NaClO al 2% logré un 66.7% de explantes asépticos,
reduciendo la presencia de hongos y bacterias al 33.3%, por lo tanto, existe
una relacion directa entre la concentracion del desinfectante y el nivel de
asepsia alcanzado, siendo el 2% la concentracion mas efectiva para controlar
la contaminacion microbiana superficial.

Figura 2

Asepsia y supervivencia de los explantes
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é 70% 66.7%
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E40% 33.3%
£ 30% 20%
A 20%

0%

NaClo 1% NaClo 1.5% NaClo 2%
TRATAMIENTOS

B Asepticos ® Contaminados

Nota. Resultados del procesamiento de datos.
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En la figura 3, se evidencia la viabilidad durante el proceso de desinfeccion
sobre los explantes de Aniba rosaeodora Ducke, donde el tratamiento con
NaClO al 1% presenté una viabilidad nula (0%), alcanzando un 100% de
pérdida. En contraste, el tratamiento con NaCIlO al 1.5% mostré una leve
mejora, con un 20% de explantes viables y un 80% no viable, lo que indica
que la concentracion fue insuficiente para garantizar la eliminacion completa
de contaminantes, pero permitid conservar parcialmente la integridad del
tejido vegetal. Por su parte, el tratamiento con NaCIO al 2% mostro los
resultados mas favorables, con un 67% de explantes viables y solo un 33%
no viable, demostrando un equilibrio adecuado entre desinfeccion y

conservacion del tejido.

Figura 3

Viabilidad de los tratamientos

100%
90%
80%

80%

67%

L 70%
@ 60%
£ 50%
8 40% 33%
S 30% 20%

20%

0%

VIABLE NO VIABLE

Estado Fitosanitario

B NaClo1% ®NaClo 1.5% NaClo 2%

Nota. Resultados del procesamiento de datos.

De acuerdo con el analisis de normalidad, se obtuvo que no todos los
tratamientos presentan normalidad, siendo que T3 falla, por lo tanto, los
supuestos de normalidad para aplicar pruebas paramétricas no se cumplen
completamente. En este caso, a la variable Viable, arrojando un valor de H =
12.794 con 2 grados de libertad y un nivel de significancia de p = 0.002, por
tanto, se evidencia que entre los tratamientos evaluados existen diferencias

estadisticamente significativas. Como el valor de p es menor a 0.05, conlleva
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a rechazar la hipétesis nula de igualdad de medianas, concluyéndose que al
menos uno de los tratamientos presenta un comportamiento diferente en

cuanto a la viabilidad de los individuos evaluados.

Tabla 5

Prueba de Kruskal-Wallis para la variable viable

Viable
H de Kruskal-Wallis 12,794
o] 2
Sig. asin. ,002

Nota. Resultados del procesamiento de datos.

Ademas, la prueba post hoc Dunnett para la variable viable muestran que
entre los tratamientos evaluados existen diferencias estadisticamente
significativas. Especificamente, el T3 presenta una media de individuos
viables significativamente mayor que la del T1 y el T2, con valores de p =
0.000 en ambas comparaciones, lo que confirma que el T3 genera un efecto
positivo sobre la viabilidad. En cambio, la diferencia entre T1 y T2 no es
significativa (p = 0.628), indicando que ambos tratamientos producen
resultados similares, por lo tanto, el Tratamiento 3 es el mas eficaz para
incrementar el numero de individuos viables.

Tabla 6

Pruebas post hoc para la variable viable

)] Diferencia Intervalo al 95%
Tratamiento (J) de medias  Error Limite Limite
S Tratamientos (1-J) estandar Sig. inferior superior
T1 T2 -1,500 1,360 ,628 -5,41 2,41
T3 -8,667" 1,358 ,000 -12,57 -4,76
T2 T1 1,500 1,360 ,628 -2,41 5,41
T3 -7,167" 1,138 ,000 -10,39 -3,95
T3 T1 8,667 1,358 ,000 4,76 12,57
T2 7,167 1,138 ,000| 3,95 10,39

Nota. Resultados del procesamiento de datos.

A la variable no viable mostré un valor de H de 12.794 con 2 grados de libertad

y un nivel de significancia de 0.002, indicando entre los tratamientos
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evaluados la existencia de diferencias estadisticamente significativas. Como
el valor de p es menor a 0.05, conlleva a rechazar la hip6tesis nula de igualdad
de medianas, concluyéndose que los tratamientos no tienen el mismo efecto
sobre el numero de individuos no viables. Esto sugiere que al menos uno de
los tratamientos genera un mayor numero de individuos no viables en
comparacion con los otros, siendo necesario realizar analisis post hoc para

determinar entre qué tratamientos se presentan estas diferencias especificas.

Tabla 7

Prueba de Kruskal-Wallis para la variable no viable

No viable
H de Kruskal-Wallis 12,794
al 2
Sig. asin. ,002

Nota. Resultados del procesamiento de datos.

Ademas, la prueba post hoc Dunnett para la variable no viable muestran que,
las diferencias entre T1 y T2 no son estadisticamente significativas (p =
0.628), lo que indica que ambos tratamientos tuvieron un comportamiento
similar. Sin embargo, al comparar T1 con T3, se observa una diferencia
significativa, con un valor positivo de 8.667, lo que evidencia que el tratamiento
T3 redujo notablemente la cantidad de explantes no viables en comparacion
con el tratamiento T1. De manera similar, la comparacion entre T2 y T3
también demostrd una diferencia significativa con un valor de 7.167, lo que
confirma que la concentracion mas alta logré un efecto significativamente

mejor en la reduccion de explantes no viables.
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Tabla 8

Pruebas post hoc para la variable no viable

Intervalo de
confianza al
Diferencia 95%

(h J) de medias  Error Limite Limite
Tratamientos Tratamientos (I-J) estandar Sig. inferior superior
T1 T2 1,500 1,360 ,628 -2,41 5,41
T3 8,667 1,358 ,000 4,76 12,57

T2 T1 -1,500 1,360 ,628 -5,41 2,41
T3 7,167 1,138 ,000 3,95 10,39

T3 T1 -8,667" 1,358 ,000 -12,57 -4,76
T2 -7,167 1,138 ,000 -10,39 -3,95

Nota. Resultados del procesamiento de datos.

4.2. Analizar la tasa de supervivencia de las yemas apicales en
la fase de establecimiento en los diferentes tratamientos

de sales minerales y niveles de sacarosa de A. rosaeodora.

En la figura 4, se evidencia que la cantidad de hojas, la cual es indispensable
para evaluar la supervivencia y adaptacion de los explantes en los diferentes
tratamientos de sales minerales y niveles de sacarosa. En este caso,
inicialmente, todos comenzaron con 30 explantes con hojas, pero en la
segunda evaluacion, los tratamientos T3, T4 y T5 conservaron 26 explantes
con hojas, mientras que T6 mantuvo 22 explantes con hojas, mostrando mejor
adaptacion que T1 con 18 explantes con hojas y T2 con 14 explantes con
hojas. A partir de la tercera evaluacion, la reduccion fue mas notoria, donde
T6 y T3 obtuvieron 18 y 16 explantes con hojas respectivamente, en contraste
con la sexta evaluacion, donde los tratamientos mas eficaces fueron T6 con 4
explantes que representaron entre 2y 5 hojas cada uno, seguido de T3 de 3
explantes que mostraron entre 3 y 5 hojas; y T5 con 3 explantes que
conservaron entre 1y 3 hojas, mientras que, T1, T2 y T4 se estabilizaron en
2 explantes con 2 hojas cada uno, a diferencia del testigo perdid
completamente su follaje desde la cuarta evaluacion, quedando en ausencia

de hojas.
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Figura 4
Cantidad de explantes con hojas en la fase de establecimiento de A.
rosaeodora.
35
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Nota. Resultados del procesamiento de datos.

La tabla 9, se muestra que en la variable cantidad de hojas mostré un valor
de H de 8,206 y una significancia asintética (Sig = 0,223). Como p > 0.05, en
ese sentido, es aceptada la hipotesis nula de igualdad de medianas,
concluyéndose que entre los tratamientos no existen diferencias estadisticas

significativas respecto a la cantidad explantes con hojas.

Tabla 9

Prueba de Kruskal-Wallis para la variable cantidad de explantes con hojas

Explantes con Hojas

H de Kruskal-Wallis 8,206
gl 6
Sig. asin. ,223

Nota. Resultados del procesamiento de datos.
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En la fase de establecimiento in vitro de las yemas apicales de Aniba
rosaeodora, se evidencia que muestran diferencias notables en el nivel de
contaminacion y en la condicién aséptica entre los tratamientos con diferentes

concentraciones de sales minerales del medio Murashige y Skoog (MS).

Figura 5

Nivel de contaminacion y condicion aséptica en los tratamientos
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Nota. Resultados del procesamiento de datos.

En la figura 5, se evidencia que el tratamiento con MS al 50% obtuvo una
contaminacién por bacterias del 13% y por hongos del 81%, mientras que,
solo un 6% de los explantes permanecieron asépticos, por lo tanto, la
incidencia de hongos fue muy alta, afectando considerablemente la
supervivencia de los explantes. Por otro lado, en el tratamiento con MS al
100%, la contaminacion bacteriana fue ligeramente menor en un 9% vy la
contaminacién fungica también disminuyé hasta 74%. Sin embargo, el
porcentaje de explantes asépticos aumentod a 17%, lo que evidencia una mejor
respuesta del material vegetal en un medio con concentracién completa de

sales minerales.
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La tabla 10 se muestra la prueba realizada sobre la variable bacteria, que
arrojo una estadistica H de 2,978 con 6 grados de libertad (df) y una
significacion asintotica (Sig. = 0,812). Al superar el valor de significacion el
umbral de 0,05, se concluye que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos en cuanto a la presencia de bacterias. Por
consiguiente, la concentracion de sales minerales y las cantidades de
sacarosa utilizadas no afectaron de manera notable a la incidencia de la

contaminacion bacteriana.

Tabla 10

Prueba de Kruskal-Wallis para la variable bacterias

Bacterias
H de Kruskal-Wallis 2,978
gl 6
Sig. asin. ,812

Nota. Resultados del procesamiento de datos.

Se reporta en la tabla 11, se muestra lo obtenido aplicado a la variable hongos,
donde el valor obtenido para el estadistico H fue 2,427 y una significancia
asintética (Sig.) de 0,877. Como este valor supera 0,05, conlleva a concluir
que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos en relacion con la contaminacion por hongos, por lo tanto, las
distintas concentraciones de sales minerales y niveles de sacarosa no
ejercieron una influencia significativa en la aparicion de hongos en los

explantes.

Tabla 11

Prueba de Kruskal-Wallis para la variable hongos

Hongos
H de Kruskal-Wallis 2,427
gl 6
Sig. asin. 877

Nota. Resultados del procesamiento de datos.
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En la tabla 12 se presentan los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis
aplicada a la variable “explantes asépticos”. El estadistico H obtuvo un valor
de 17,740, con 6 grados de libertad (gl) y una significancia asintotica (Sig.) de
0,007. Al ser esta ultima inferior a 0,05, se infiere la presencia de diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos analizados. En
consecuencia, la proporcién de explantes que se mantuvo aséptica difirié de
manera significativa segun el tratamiento empleado, lo que pone de manifiesto
que la composicion del medio de cultivo, en especial la concentracion de sales
minerales y los niveles de sacarosa, ejerce un efecto directo sobre la

capacidad de los explantes para permanecer libres de contaminacion.

Tabla 12

Prueba de Kruskal-Wallis para la variable asépticos

Asépticos
H de Kruskal-Wallis 17,740
gl 6
Sig. asin. ,007

Nota. Resultados del procesamiento de datos.

En la tabla 13, para la variable asépticos muestran que, aunque no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
y el testigo, los tratamientos T5 y T6 presentaron las mayores diferencias de
medias con respecto al testigo con valores de 11,833 y 11,333,
respectivamente, asimismo presentaron valores de significancia cercanos al
umbral de p = 0,073 y p = 0,110, indicando una tendencia positiva hacia una

mayor asepsia en comparacion con los demas tratamientos.

En contraste, los tratamientos T1 a T4 mostraron diferencias menores y sin
relevancia estadistica. Aunque los resultados no alcanzan significancia
estadistica, los tratamientos T5 y T6 muestran una tendencia favorable hacia
una mayor asepsia en los explantes de Aniba rosaeodora, lo cual podria
asociarse a una mejor formulacion del medio de cultivo o a una mayor
capacidad del tejido vegetal para resistir la contaminacion bajo esas

condiciones durante la fase de establecimiento in vitro.
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Tabla 13

Pruebas post hoc para la variable asépticos

Intervalo de
confianza al 95%
)] (J) Diferencia de  Error Limite Limite
Tratamientos Tratamientos  medias (I-J) estandar Sig. inferior  superior
TESTIGO T1 -5,667 2,929 ,679  -19,71 8,38
T2 -5,000 2,271 ,548 -15,81 5,81
T3 -8,333 3,102 ,354  -23,23 6,56
T4 -7,500 3,347 5632 -23,60 8,60
T5 -11,833 2,721 ,073  -24,86 1,19
T6 -11,333 2,902 , 110  -25,25 2,58
T1 TESTIGO 5,667 2,929 ,679  -8,38 19,71
T2 ,667 3,676 1,000 -13,69 15,02
T3 -2,667 4,240 1,000 -18,99 13,66
T4 -1,833 4,423 1,000 -18,92 15,26
T5 -6,167 3,970 ,882 -21,46 9,13
T6 -5,667 4,096 943  -21,43 10,09
T2 TESTIGO 5,000 2,271 548  -5,81 15,81
T1 -,667 3,676 1,000 -15,02 13,69
T3 -3,333 3,815 ,999 -18,34 11,67
T4 -2,500 4,017 1,000 -18,47 13,47
T5 -6,833 3,513 ,670 -20,45 6,79
T6 -6,333 3,655 ,793 -20,59 7,93
T3 TESTIGO 8,333 3,102 ,354  -6,56 23,23
T1 2,667 4,240 1,000 -13,66 18,99
T2 3,333 3,815 999  -11,67 18,34
T4 ,833 4539 1,000 -16,66 18,32
T5 -3,500 4,099 ,999 -19,34 12,34
T6 -3,000 4,222 1,000 -19,26 13,26
T4 TESTIGO 7,500 3,347 532  -8,60 23,60
T1 1,833 4,423 1,000 -15,26 18,92
T2 2,500 4,017 1,000 -13,47 18,47
T3 -,833 4,539 1,000 -18,32 16,66
T5 -4,333 4,288 ,996  -21,00 12,33
T6 -3,833 4,405 ,999  -20,87 13,20
T5 TESTIGO 11,833 2,721 ,073  -1,19 24,86
T1 6,167 3,970 882  -9,13 21,46
T2 6,833 3,513 ,670  -6,79 20,45
T3 3,500 4,099 999 -12,34 19,34
T4 4,333 4,288 996  -12,33 21,00
T6 ,500 3,950 1,000 -14,72 15,72
T6 TESTIGO 11,333 2,902 ,110 -2,58 25,25
T1 5,667 4,096 ,943  -10,09 21,43
T2 6,333 3,655 , 793  -7,93 20,59
T3 3,000 4,222 1,000 -13,26 19,26
T4 3,833 4,405 999 -13,20 20,87
T5 -,500 3,950 1,000 -15,72 14,72

Nota. Resultados del procesamiento de datos.
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4.3. Determinar la interaccién y concentracion optima de los
reguladores de crecimiento en la fase de multiplicaciéon y

enraizamiento de A. rosaeodora.

La figura 6 el grafico muestra la comparacién del numero promedio de brotes
obtenidos en tres tratamientos (T1, T2 y T3), cada uno con 30 repeticiones.
Se observa que el tratamiento T1 no presentd brotes, mientras que el
tratamiento T2 alcanzé un promedio de 2 brotes y el tratamiento T3 obtuvo el
mayor promedio con 6 brotes, indicando una respuesta significativamente

superior en la induccion de brotes.

Figura 6

Promedio de numero de brotes por tratamiento en 30 repeticiones.
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El analisis de varianza (ANOVA) evidencio diferencias significativas entre los

tratamientos (p < 0.05). La prueba de Tukey confirmé que:
« T1 difiere significativamente de T2 y T3.

« T2 difiere significativamente de T3.
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Estos resultados corroboran que el tratamiento T3 fue estadisticamente
superior en la formacion de brotes, ademas de mostrar mayor viabilidad y

capacidad regenerativa del material vegetal.

La tabla 14 muestra diferencias claras entre los tres tratamientos evaluados.
En el tratamiento T1 predomina ampliamente la no viabilidad, con solo 3
unidades viables frente a 27 no viables, lo que indica una baja respuesta
positiva del material tratado. En el tratamiento T2 la proporcion mejora,
alcanzandose 10 unidades viables y 20 no viables, evidenciando un
incremento en la supervivencia respecto a T1, aunque aun predomina la no
viabilidad. En contraste, el tratamiento T3 presenta el mejor desempefio, con
20 unidades viables y solo 10 no viables, lo que refleja una mayor capacidad

de mantener células o estructuras vivas bajo las condiciones aplicadas.

Tabla 14
Crecimiento en la fase de muiltiplicacion de A. rosaeodora.

Tratamiento Viable No viable
T1 3 27
T2 10 20
T3 20 10

Nota. Resultados del procesamiento de datos.

La tabla 15 muestra el comportamiento de los tres tratamientos (T1, T2 y T3)
respecto a la presencia de bacterias, hongos y respuestas fisiolégicas del
tejido, como fenolizacién, callosidad y formacién de raiz. En el tratamiento T1
se observa una baja incidencia bacteriana y ausencia de fenolizacién,
callosidad y raices, mientras que el crecimiento de hongos es considerable.
En el tratamiento T2, la presencia de bacterias aumenta notablemente y se
evidencia un nivel moderado de fenolizacién, aunque no se formaron callos ni
raices. Finalmente, el tratamiento T3 presenta un comportamiento equilibrado,
con valores intermedios de bacterias y hongos, ademas de una mayor
fenolizacion y la Unica aparicion de callosidad entre los tratamientos, aunque

sin formacioén de raices.
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Tabla 15

Crecimiento en la fase de enraizamiento de A. rosaeodora.

Tratamiento  Bacteria Hongo Fenolizacion Callosidad Raiz
T1 2 28 0 0 0
T2 15 9 6 0 0
T3 7 3 19 1 0

Nota. Resultados del procesamiento de datos.

En la fase de multiplicacion, el tratamiento T1 muestra valores de significancia
menores a 0,05 tanto en la prueba de normalidad, indicando que sus datos no
presentan una distribucion normal. A diferencia, los tratamientos T2 y T3
reportan una mejora significativa superior a 0,05 en al menos una de las
pruebaslo que sugiere que en estos casos no se rechaza la normalidad y, por

tanto, sus datos pueden considerarse distribuidos de manera normal.

Tabla 16
Pruebas de normalidad de crecimiento en la fase de multiplicacion de A.
rosaeodora.

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tratamiento Estadistico gl Sig. Estadistico
T1 427 5 ,003 ,600
T2 227 5 ,200° ,910
T3 ,251 5 ,200° ,826

Nota. Resultados del procesamiento de datos.

En la fase de enraizamiento, los resultados evidencian que el tratamiento T1
nuevamente presenta un valor de significancia por debajo de 0,05, indicando
ausencia de normalidad. En cambio, los tratamientos T2 y T3 registran valores
superiores a 0,05, lo que permite concluir que los datos de estos tratamientos

si cumplen con el supuesto de normalidad.
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Tabla 17
Pruebas de normalidad Crecimiento en la fase de enraizamiento de A.
rosaeodora.

Shapiro-Wilk?@
Tratamiento gl Sig.
T 5 ,001
T2 5 468
T3 5 ,129

Nota. Resultados del procesamiento de datos.

La aplicaciéon de la prueba de Kruskal-Wallis al analisis del crecimiento de A.
rosaeodora durante la fase de enraizamiento permitio identificar las
diferencias significativas entre los tres tratamientos considerados. El
estadistico H alcanzé un valor de 0,709, con 2 grados de libertad y una
significancia de 0,701. Al ser este valor superior a 0,05, se infiere que no se
registran diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento
enraizado entre los tratamientos evaluados. En consecuencia, aunque puedan
observarse variaciones en los valores individuales, los tratamientos T1, T2 y
T3 muestran un comportamiento estadistico equivalente en esta etapa, sin
que ninguno de ellos sobresalga de forma significativa respecto a los otros.
Tabla 18

Prueba de Kruskal-Wallis para crecimiento en la fase de multiplicacion y

enraizamiento de A. rosaeodora.

Enraizamiento

H de Kruskal-Wallis ,709
o] 2
Sig. asin. , 701

Nota. Resultados del procesamiento de datos.

Respecto al Objetivo Especifico 1 (OE1), orientado a establecer un protocolo
de asepsia eficiente para la micropropagacion de A. rosaeodora. Durante la
fase de implementacion de los protocolos, se evidenciaron diferencias
significativas en cuanto a la asepsia, el tipo de contaminacién y la

supervivencia de los explantes. En el tratamiento con NaClO al 1%, se
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observo un alto porcentaje de contaminacién tanto bacteriana como fungica.
De los quince explantes cultivados, ocho se mantuvieron viables y siete no
sobrevivieron, lo que representa una viabilidad del 53.3%, pero con muy baja
asepsia. Solo un explante permanecio libre de contaminacion, equivalente al
6.7% del total, mientras que el resto presento crecimiento visible de hongos o
bacterias, por lo tanto, el T1 fue insuficiente para eliminar microorganismos
superficiales o enddégenos, permitiendo su proliferacion en el medio de cultivo.
Al aumentar la concentracion a NaClO al 1.5 %, se evidencié una mejor
respuesta en la asepsia y una mayor tolerancia de los explantes al
desinfectante. De los quince explantes introducidos, ocho permanecieron
viables y siete no viables, manteniendo el mismo porcentaje de viabilidad que
el tratamiento anterior con 53.3%. Sin embargo, el numero de explantes
asépticos aumentd a cinco equivalente a 33.3 %, lo que representa una
reduccion considerable de la contaminacion microbiana, especialmente
fungica. Ademas, todos los explantes conservaron un color verde uniforme, lo
que indica que el tejido vegetal no sufrio dafo fisiologico ni pérdida de
integridad celular por la accién del desinfectante, por lo tanto, el T2 constituye

un punto intermedio favorable.

Por otro lado, en el tratamiento con NaClO al 2 %, se registré una viabilidad
elevada del 93.3%, ya que catorce de los quince explantes mantuvieron su
vitalidad y color verde -caracteristico. No obstante, solo un explante
permanecié completamente aséptico en un 6.7%, mientras que, los demas
presentaron contaminacion tanto por hongos como por bacterias. Aunque la
viabilidad fue alta, la persistencia de microorganismos sugiere que el
incremento de la concentracién del desinfectante no garantizé una mayor
eliminacién de contaminantes, posiblemente porque estos se encontraban en
tejidos internos con contaminacion enddégena o porque el tiempo de
exposicion no fue suficiente para su total erradicacion, por lo tanto, el T3

resulto la concentracion mas tolerada por los explantes.

En el estudio de Handa et al., (2005), se reportd una supervivencia del 71% y

una germinacion del 53% cuando se aplico hipoclorito de sodio al 2% durante
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10 minutos, mientras que Campos et al., (2020) obtuvo un 87% de
supervivencia en Swietenia macrophylla utilizando NaClO al 3% durante 15
minutos. Estos hallazgos sugieren que las concentraciones comprendidas
entre 2% y 3%, con tiempos de exposicion de 10 a 15 minutos, representan
un rango O6ptimo para especies lefiosas de similar estructura y contenido

fendlico.

Asimismo, la inclusién de antioxidantes como el acido ascérbico (250 mg-L™)
y el polivinilpirrolidona (PVP 0,5 g-L™") ha demostrado reducir
significativamente la oxidaciéon fendlica, un problema recurrente en tejidos
vegetales ricos en compuestos secundarios. En el caso de Handa, este
tratamiento permitié conservar la viabilidad de los explantes y mejorar el
aspecto morfolégico de los brotes. Por otro lado, la adicién de antibidticos
como la estreptomicina (500 mg-L™) fue efectiva en la reduccién de
contaminaciones bacterianas, aunque su eficacia depende de la tolerancia del
material vegetal y debe utilizarse con precaucion para evitar efectos
fitotdxicos.

El objetivo especifico 2 (SO2) en la fase de establecimiento in vitro de las
yemas apicales de Aniba rosaeodora se observé una notable variacion en las
tasas de supervivencia entre los distintos tratamientos que empleaban

diferentes cantidades de sales minerales y niveles de sacarosa.

En la primera etapa, todos los tratamientos presentaron un alto porcentaje de
explantes viables, con valores iniciales entre 18 y 30 unidades, lo que
evidencia una respuesta favorable al proceso de desinfeccién y siembra. Sin
embargo, conforme avanzaron las evaluaciones, se registré una disminucion
progresiva en el numero de explantes viables y asépticos, asimismo, los
tratamientos TS y T6 destacaron por mantener la mayor cantidad de explantes
vivos y aseépticos hasta la sexta evaluacion, lo que indica una mayor
estabilidad fisiologica y una adaptaciéon mas efectiva a las condiciones del

medio de cultivo.
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Respecto a la cantidad de explantes con hojas se obtuvo que todos los
tratamientos iniciaron con el maximo numero de 30 unidades, pero con una
reduccion gradual a lo largo del tiempo, particularmente, el tratamiento T6
conservo la mayor cantidad de hojas hasta la ultima evaluacion con 4
unidades, seguido de T3 y T5, lo que sugiere que estos medios favorecieron
una mejor actividad fotosintética y un desarrollo foliar sostenido, asociados
con una mayor supervivencia, en cambio, los tratamientos T1, T2 y el testigo
presentaron una pérdida foliar acelerada, lo cual denota estrés fisioldgico y

baja adaptacion.

En cuanto al color de los explantes, la predominancia del color verde en los
tratamientos T3, T4 y T6 a lo largo de las evaluaciones evidencié mayor vigor
y menor oxidacién fendlica. Por el contrario, los tratamientos T1 y T2
mostraron un cambio mas rapido hacia tonos marrones, indicativos de
necrosis y pérdida de viabilidad. La persistencia del color verde en T3, T4 y
T6 confirma que estos medios proporcionaron un equilibrio adecuado entre
las sales minerales y los niveles de sacarosa, permitiendo un metabolismo

estable y evitando procesos de oxidacion.

El analisis de contaminacion microbiana mostré que, durante las primeras
evaluaciones, predominé la contaminacion fungica sobre la bacteriana. No
obstante, esta disminuyé progresivamente en los tratamientos efectivos, hasta
desaparecer completamente en T5 y T6 hacia la sexta evaluacion, por lo tanto,
las condiciones de asepsia y las formulaciones de estos tratamientos fueron
las mas adecuadas para prevenir la proliferacion de microorganismos,

garantizando la supervivencia de los explantes.

Diversos autores como Rafael (2022); Campos (2020); Jardim (2010)
evidencian que los medios con sales completas, ya sean WPM o MS al 100%,
promueven un mejor crecimiento que sus versiones diluidas. Rafael observo
en Bertholletia excelsa que el medio WPM al 100% generd una mayor altura
de brotes y numero de nudos que el WPM al 50%, mientras que Campos

confirmd que el WPM superd al MS e incluso a medios hidropénicos en la
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propagacion de Swietenia macrophylla. Estos resultados permiten inferir que
el medio WPM, disefiado especificamente para especies lefosas, ofrece una
composicion mineral mas equilibrada para la fase de establecimiento de A.
rosaeodora, aunque el MS también puede resultar funcional si se mantiene su

concentraciéon completa.

En cuanto al nivel de sacarosa, los distintos trabajos coinciden en que una
concentracion de 30 g/L favorece el desarrollo y la brotacidn de las yemas
apicales, proporcionando la osmolaridad adecuada para el metabolismo
celular sin provocar estrés osmotico. Jardim empled esta concentracidn en
sus ensayos con A. rosaeodora, logrando una media de 2,13 brotes por
explante al combinarla con BAP (4 mg-L™) y AIA (6 mg-L™). Ademas, las
concentraciones superiores, de 40 a 50 g-L™', no mostraron mejoras
significativas y, en algunos casos, inhibieron el crecimiento debido al exceso

de presion osmatica.

Por otro lado, el balance hormonal también influye en esta fase, por lo tanto,
la combinacion de una citoquinina en baja concentracion, como el BAP, con
una auxina ligera, como el AlA, favorece la formacién de brotes sin inducir
callogénesis excesiva, manteniendo la morfologia natural de las yemas y
facilitar su posterior enraizamiento, garantizando asi la viabilidad del material
vegetal y contribuyendo a la conservacion y propagacion sostenible de esta
especie de alto valor ecoldgico y econdmico.

Respecto al Objetivo Especifico 3 (OE3), en primer lugar, el analisis de los
promedios evidencié diferencias claras entre los tratamientos. El tratamiento
T1 no presentd brotes, lo que refleja condiciones desfavorables para la
regeneracion del tejido. En contraste, T2 alcanzé un promedio de 2 brotes,
mostrando una respuesta moderada pero limitada. El tratamiento T3 fue el
mas eficiente, con un promedio de 6 brotes, confirmando su superioridad en
la induccidn de estructuras regenerativas. La prueba de Tukey corroboré que
estas diferencias son estadisticamente significativas (p < 0.05), destacando a
T3 como el tratamiento mas favorable para la propagacion in vitro. las pruebas

de normalidad evidenciaron que el tratamiento T1 presenta una alta
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variabilidad y falta de ajuste a la distribucion normal en ambas fases, lo que
sugiere condiciones menos favorables para el desarrollo del material vegetal
bajo este tratamiento. En contraste, T2 y T3 reportaron valores de significancia
superiores a 0,05 en la prueba de Shapiro-Wilk, lo que indica una mayor
estabilidad y homogeneidad en los datos, especialmente durante la fase de
enraizamiento. Este comportamiento estadistico mas consistente coincide con

los resultados bioldgicos observados.

En cuanto a la presencia de contaminantes, los tratamientos mostraron
marcadas diferencias. En T1 predomind notablemente el crecimiento fungico,
acompanado de una muy baja incidencia de bacterias y ausencia de
respuestas fisiolégicas como fenolizacion, callosidad o formacion de raiz. Este
patrén sugiere que las condiciones de T1 favorecieron la proliferaciéon de
hongos y limitaron la respuesta regenerativa del tejido. Por su parte, T2
presentd una mayor presencia bacteriana y niveles moderados de
fenolizacion, lo que indica una respuesta mas activa del tejido ante el estrés,
aunque sin formacioén de estructuras regenerativas. T3 destaco por presentar
niveles mas equilibrados de hongos y bacterias, ademas de ser el unico
tratamiento en inducir callosidad y mostrar la mayor frecuencia de
fenolizacion, lo que sugiere mayor actividad metabdlica y potencial

regenerativo.

Los resultados de viabilidad corroboran estas tendencias: mientras T1
presentd la menor proporcion de tejidos viables (3 viables frente a 27 no
viables), T2 mostr6 una mejora moderada con 10 unidades viables, y T3
evidencié un claro predominio de tejido viable (20 viables y 10 no viables).
Esto refuerza la idea de que T3 ofrece un ambiente mas adecuado para la

supervivencia y respuesta del material vegetal.
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CONCLUSIONES

Respecto al protocolo de asepsia eficientes para la micropropagacion,
se demostré que el incremento gradual de la concentracion de
hipoclorito de sodio mejora el control de contaminantes, donde el
tratamiento con NaClO al 1.5% demostr6é ser el mas equilibrado, al
mantener una adecuada viabilidad de los explantes y reducir
parcialmente la contaminacién, mientras que, el 2% mostré una alta
capacidad de desinfeccion superficial, pero con limitaciones frente a

contaminaciones endogenas.

Respecto a la tasa de supervivencia de las yemas apicales de A.
rosaeodora en la fase de establecimiento fue mayor en los tratamientos
T5 y T6, seguidos de T3 y T4, mientras que T1, T2 y el testigo
presentaron una supervivencia significativamente menor. Ademas, la
respuesta positiva de TS5 y T6 se asocia con un balance 6ptimo de
nutrientes minerales y concentracion de sacarosa, que favorecio tanto
la integridad fisiolégica como la estabilidad aséptica de los explantes

durante el periodo experimental.

Respecto a la concentracion y interaccion optima en reguladores de
crecimiento en la fase de multiplicacion y enraizamiento de A.
rosaeodora, el tratamiento T3 fue el mas efectivo, al mostrar mayor
promedio de brotes, viabilidad, mejor respuesta fisioldgica y un
comportamiento microbiolégico mas equilibrado. A pesar que no se
encontraron diferencias estadisticas significativas en el enraizamiento,
las tendencias observadas confirman que la combinacién de
reguladores usada en T3 constituye la concentracidn e interaccién

Optima entre los tratamientos evaluados.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda incorporar estudios fisiolégicos y bioquimicos que
expliquen la mejor adaptacidbn observada, asi como realizar
evaluaciones de supervivencia a corto, mediano y largo plazo.
Finalmente, se sugiere validar estos tratamientos en la fase de
aclimatacién en invernadero, cuantificando mortalidad, crecimiento y
calidad sanitaria. De igual forma, es conveniente caracterizar el
microbioma enddgeno y exdégeno mediante herramientas de

secuenciacion para disefar estrategias de control mas precisas.

Se recomienda aumentar el tamafio muestral y aplicar disefios
experimentales aleatorizados y bloqueados que controlen la
variabilidad técnica y ambiental. Asimismo, es fundamental
estandarizar las variables de respuesta, establecer un control de
calidad riguroso y aplicar analisis estadisticos robustos que permitan
evaluar interacciones entre tratamientos. También se sugiere evaluar
la respuesta del protocolo en distintos genotipos para verificar su

estabilidad y reproducibilidad.

Se recomienda validar los protocolos optimizados en ensayos de
escalamiento semi-industrial para evaluar su aplicabilidad real, costos
y eficiencia productiva. Es importante complementar estos ensayos con
analisis de costo-beneficio y de impacto ambiental. Asimismo, los
resultados deben integrarse en programas de conservacion,
reforestacion y reintroduccion en campo, monitoreando tanto la
supervivencia de las plantas como la calidad genética y quimica del

material propagado.
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Anexo 1 Matriz de consistencia

Titulo: EFECTO DE DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO EN MICROPROPAGACION DE Aniba Rosaeodora (palo rosa) MEDIANTE YEMAS APICALES,
PROVINCIA TAMBOPATA-MADRE DE DIOS

Nombre del tesista: DORIZA HUAMAN CONDORI

concentracion optima de
sales minerales en la
micropropagacion in vitro
de especie A.
rosaeodora?

la concentracion de sales
minerales en la
micropropagacion in vitro
de A. rosaeodora.

PE2. ;Cual sera la mejor

concentracion de los
reguladores de
crecimiento en la

micropropagacion in vitro
de la especie de A.
rosaeodora?

OE2. Evaluar el efecto de
la concentracion optima
de los reguladores de
crecimiento en la
micropropagacion in vitro
de A. rosaeodora.

significativamente la contaminacion
de las yemas apicales de Aniba
rosaeodora Ducke durante la fase de
establecimiento in vitro.

H2: Los diferentes tratamientos de
sales minerales y niveles de
sacarosa influyen significativamente
en la tasa de supervivencia de las
yemas apicales de Aniba rosaeodora
Ducke durante la fase de
establecimiento in vitro.

Sales minerales
50%

100%

Sucrose

20gr

30gr

40gr
Reguladores de crecimiento
BAP

1,0 mg/L""

3,0 mg/L™!
5,0mg/L™"

PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLE/INDICADORES METODOLOGIA
General: General General Variable independiente Enfoque
¢ Cual sera el efecto de Determinar el efecto de El uso de los diferentes medios de Cc.)ncentra_cmn de sales Mixto con alcance
los medios de cultivo en la | los medios de cultivo en la | cultivo en la Micropropagacién de A. | Minerales: longitudinal
micropropagaciéon de A. | micropropagacion de la rosaeodora, mediante yemas Murashige & Skoog Diseno
rosaeodora Ducke In Vitro | especie A. rosaeodora in | apicales tienen un efecto positivo, | Nivel de sacarosa _ experimental
mediante yemas vitro mediante yemas permitiendo su establecimiento y Reguladores de crecimiento: | Nivel
apicales? apicales. desarrollo. Auxina (AIA) explicativo

Citoquinina (BAP) Tipo

Especificos Especificos Especificos Giberelinas (AG3) inpllltcac;ia

—— - . H1: La aplicacién de un protocolo de | . etodos
PE1. ;Cual sera la mejor | OE1. Evaluar el efecto de asepsia oficiente reduce | Dimensiones Factorial AXB

Técnicas instrumentales
De muestreo
Tratamiento antiséptico
antes de ingreso a
laboratorio

Recoleccion de explantes.

De Recoleccion de datos
Observacion y medicion de
variables




PE3. ;Cual sera el mejor
nivel de concentracion de
sacarosa en la
micropropagacion in vitro
de la especie de A.
rosaeodora?

PE4. ,;Cual sera |la
interaccion y
concentracion optima de
los medios de cultivo en la
micropropagacion in vitro
de A. rosaeodora?

OE3. Evaluar el efecto
respuesta de los niveles
de sacarosa en la
micropropagacion in vitro
de A. rosaeodora.

OEA4. Determinar la
interaccion y
concentracion optima de
los medios de cultivo en la
micropropagacion in vitro
de A. rosaeodora.

H3: La interaccion entre las
concentraciones de reguladores de
crecimiento influye
significativamente en la
multiplicacion de brotes y el
enraizamiento de Aniba rosaeodora
Ducke.

Justificacion

La investigacion se justifica por la
importancia de la micropropagacion
in vitro como herramienta esencial
para la conservacion de especies
amenazadas y la biodiversidad. En el
caso de A. rosaeodora, de alto valor
medicinal y aromatico, es clave
optimizar sus medios de cultivo para
garantizar una propagacion eficiente
y sostenible, especialmente en el
contexto peruano.

AlB

0,5 mg/L"
1,0 mg/L"
1,5mg/L"’
ANA

1,0 mg/L™"
2,0 mg/L"
3,mg/L"

Indicadores
Sales minerales:
%

Sucrose:

Gr

Reguladores de crecimiento:

Mgl

Variable independiente
Yemas apicales de A.
rosaeodora in vitro
Dimensiones

% de supervivencia

% de contaminacion
Altura de explante
Ndmero de hojas
Numero de brotes

Indicadores
%

%

Cm

NO

N

De analisis

Prueba de Kruskal-Wallis
Pruebas post hoc
Pruebas de normalidad
Pruebas de tukey

Poblacion

300 plantones presentes en
el invernadero del CITE-
Madre de Dios.

Muestra

3 explantes por unidad
experimental total 210
plantones.

Procedimiento
- Fase de invernadero
- Fase de laboratorio




Anexo 2 Instrumento de recoleccion de datos

FORMATO N° 1: FORMATO DE EVALUACION DE EXPLANTES

TITULO | EFECTO DE DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO EN LA MICROPROPAGACION DE A. rosaeodora MEDIANTE YEMAS APICALES, PROVINCIA TAMBOPATA-MADRE DE DIOS

NUMERO DE ENSAYO

FECHA DE INTRODUCCION

TOTAL DE EXPLANTES FECHA DE EVALUACION
PROCEDENCIA DE NUMERO DE DIAS DESDE LA INTRODUCCION
PROCEDENCIA DE OTROS

CODIGO DE CONTAMINACION

EXPLANTE |BACTERIA |HONGO

ASEPTICO

CARACTERISTICAS DE EXPLANTE

DESARROLLO DE EXPLANTE

VIABILIDAD

OBSERVACIONES

CALLOS

COLOR

OXIDAC # HOJAS INICIO 25 DIAS (cm

VIABLE

NO VIABLE

Nota. Elaboracion propia.




Anexo 3 Solicitud de autorizacion para realizacion del estudio
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RESOLUCION DIRECTORAL

Magdalena Del Mar, 15 de Abril del 2025
RD N® DO0D0076-2025-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF

VISTOS:

La carta s/n, registrada con nimero de expediente 2025-0005505, de fecha 21
de febrero del 2025, conteniendo la solicitud de autorizacidn con fines de investigacién
cientifica de flora silvestre, fuera de areas naturales protegidas (ANP), presentada por
el sefiar JIMMY JEANINE MIRO AGURTO (el administrado), de nacionalidad peruana,
identificado con DNI N® 00246392, investigador de la Universidad Macional Amazonica
de Madre de Dios — UNAMAD, asi como, el Informe Técnico N° DO00188-2025-
MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF de fecha 14 de abril del 2025, v,

CONSIDERANDO:

Que, el articulo 66° de la Constitucidn Politica del Peri de 1993 establece que los
recursos naturales, renovables y no renovables, son patrimonio de la Nacion; v el Estado
es soberano en su aprovechamiento;

Que, el articulo 9% de la Ley N° 26821, Ley Organica para el aprovechamiento
sostenible de los Recursos Maturales, establece gue el Estado promueve la
investigacion cientifica y tecnoldgica sobre la diversidad, calidad, composician,
potencialidad y gestion de los recursos naturales. Promueve, asimismao, la informacidn
y el conocimiento de los recursos naturales. Para estos efectos, podran otorgarse
permisos para investigacion;

Que, mediante el articulo 13° de la Ley N° 29763, Ley Forestal v de Fauna
Silvestre, se cred el Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre - SERFOR, como
un organismo publico técnico especializado con personeria juridica de derecho plblico
interno, como pliego presupuestal adscrito al Ministerio de Agricultura, actualmente el
Ministeric de Desarrollo Agrario y Riego; articulo en el gue ademas se sefala que &l
SERFOR es la autoridad nacicnal forestal y de fauna silvestre, ente rector del Sistema
Macional de Gestion Forestal y de Fauna Silvestre, constituyendo su autoridad técnico
normativa a nivel nacional, encargada de dictar las nommas y establecer los
procedimientos relacionados a su ambito;

Que, el articulo 137° de la precitada Ley N® 29763, Ley Forestal v de Fauna
Silvestre, declara de interés nacional realizar la investigaciaon, el desarrallo tecnoldgico,
la mejora del conocimiento y el monitoreo del estado de conservacion del patrimonio
forestal y de fauna silvestre de la Nacian;

Que, segun lo dispuesto por el articulo 140° de la Ley en mencion, sefiala que el
SERFOR evalGa y otorga la autorizacion para extraccion de recursos forestales y de
fauna silvestre con fines de investigacion cientifica cuando: (i) se incluye especies
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RESOLUCION DIRECTORAL

amenazadas'?, (i) especies consideradas en los Apéndices de CITES?, (iii) se realiza
acCeso a recursos genéticos sin fines de lucro; v (iv) propdsitos culturales;

Que, mediante el articulo 1° de la Resolucion de Direccion General N® DO00GZT -
2021-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS, de fecha 15 de noviembre del 2021, la Direccidn
General de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre
(DGGSPFFS) del SERFOR resolvid delegar en la Direccion de Gestion Sostenible del
Patrimonio Forestal (DGSPF), la funcion de otorgar permisos de investigacion o de
difusion cultural con o sin colecta de flora silvestre y sus recursos genéticos, contenida
en el literal g), del articule 53° del Reglamento de Organizacion y Funciones del
SERFOR, aprobado por Decreto Supremo N® 007-2013-MINAGRI v modificado por
Decreto Supremo N® 016-2014-MINAGRI; delegacion efectuada en aplicacion del
numeral 78.1 del articulo 78° del Texte Unico Ordenado - TUO de la Ley N* 27444, Ley
del Procedimiento Administrative General, aprobado por Decreto Supremo N® 004-2018-
JUS;

Cue, el articulo 154° del Reglamento para la Gestidn Forestal aprobado mediante
Decreto Supremo N° 018-2015-MINAGR, regula el procedimiento de otorgamiento de
autorizaciones con fines de investigacidn cientifica, salvaguardando los derechos del
pais respecto a su patrimonio genético nativo, y establece para tal efecto los requisitos
y consideracionss para su otorgamiento, de acuerdo con el numeral 5.3.2 los
Linsamigntos para e otorgamiento de la autonzacion con fines de investigacion
cientifica de flora wo fauna silvesire, aprobados por Resolucidn de Direccidn Ejecutiva
N* 060-2016-SERFOR/DE; asi como, las obligaciones materia de cumplimiento por
parte de |a titular de la autorizacian,

Cue, en ese contexto mediante carta s/n, registrada con nomero de expedients
2025-0005505 de facha 05 de febrero del 2025, a través de la mesa de partes virtual del
SERFOR, el administrado solicitd a la Direccion de Gestion Sostenible del Patrimonio
Forestal (DGSPF) la autorizacion de investigacion cientifica de flora silvestre para
realizar el proyecto denominado: Efecto de diferentes medios de cultivoe en
micropropagacion de Aniba rosaeodora Ducke (pale rosa) mediante yemas
apicales, provincia Tambopata-Madre de Dios; invesligacion que contempla la
colecta de especimenes de flora silvestre;

Que, mediante carta N* D000305-2025-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF
de fecha 21 de febrero del 2025, la Direccion de Gestidn Sostenible del Patrimonio
Forestal remitid al administrado las siguientes observaciones: a) explicar como se
realizara la identificacion taxonomica de la especie, a fin de tener certeza del nombre
cientifico del material biologico a estudiar; b) no ha presentado el documento que
acredite la compra de las plantulas de palo rosa por parte de la UNAMAD o del
administrado a la referida organizacian, por lo cual, conforme a lo establecido en el
articulo 168 del Reglamento para la Gestidn Forestal, se solicita acreditar el origen legal
del materal biolégico adguirido v ¢) en el numeral 8.2, Cronograma de trabajo, incluir
las actividades de identificacion taxonomica de la especie (de corresponder) y
presentacién del informe final como resultado de la autorizacion otorgada;

! Decrale Suprermo N° 043-2006-AG, Aprueban calegorizacion de especies amenazadas de Nora sivesine

! Decrete Supremo N° 004-2014-MINAGR]. Actualizacion de la lisla de clasificacion y cabegorizacién de las especies
amenazadas de fauna sivestre

! Convencian sobre el Comercio Intermacional de Especies Amenazadas de Faura y Flora Silvestres
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Que, mediante carta s/n, de fecha 26 de marzo del 2025, registrada con
expedients 2025-0014157, el administrado remitid a la Direccion de Gestidn Sostenible
del Patrimonio Forestal el levantamiento de observaciones;

CQue, de acuerdo con el articulo 1407 de la Ley Forestal v de Fauna Silvestre, Ley
M* 29763, es competencia del SERFOR la evaluacidn de |la presente solicitud puesto
que la investigacion se desarrollard fuera del ambito de ANP, asimismo, implica el
estudio de una especie amenazada;

Que, por tanto, la citada solicitud ha sido evaluada en mérito a los requisitos
establecidos en el Procedimiento PA1110EE32 del Texto Unico de Procedimientos
Administrativos (TUPA) del SERFOR., aprobado mediante Decreto Supremo N 012-
2024-MIDAGRI, en concordancia con los Lineamientos para & olorgamiento de fa
autorizacion con fines de investigacidn cientifica de flora ywo fauna silvesire, aprobados
por Resolucion de Direccion Ejecutiva N 060-2016-SERFOR/DE;

CQue, asimismo, para efectos de la evaluacion de la solicitud resulta de aplicacion
los requisitos establecidos en el numeral 9 del ANEXO N° 1 del Reglamento para la
Gestion Forestal, concordantes con el numeral 6.6 de los lineamientos aprobados por
Resolucion de Direccion Ejecutiva N* 060-2016-SERFOR/DE, los cuales se detallan a
continuacidn: 1) Solicitud con cardcter de declaracion jurada que contenga informacian
sobre el investigador, segdn formato; i) Hoja de vida del investigador principal y plan de
investigacion, segun formato; i) Carta de presentacion de los investigadores
participantes, emitida por la institucion académica u organizacion cientifica nacional o
axtranjera de procedencia; iv) Documento que acredite el consentimiento informado
previo, expedido por la respectiva organizacién comunal representativa, de
corresponder; y v) Documento que acredite el acuerdo entre las instituciones que
respaldan a los investigadores nacionales y exfranjeros, en caso la solicitud sea
presentada por un investigador extranjero;

Que, en ese sentido, la Direccidn de Gestidn Sostenible del Patrimonio Forestal a
través del Informe Técnico N° DO00189-2025-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF
de fecha 14 de abril del 2025; concluye gue la solicitud de investigacion cientifica
presentada por el administrado cumple con los requisitos contemplados en el
Procedimiento PAT110EE32 del Texto Unico de Procedimientos Administrativos (TUPA)
del SERFOR, aprobado por Decreto Supremo N 012-2024-MIDAGRI, concordantes
con los Lineamientos para el otorgamiento de la autorizacian con fines de investigacion
cientifica de flora yo fauna silvestre, aprobados por Resolucion de Direccidn Ejecutiva
N® 060-2016-SERFORJ/DE, asi como, con las condiciones minimas y los criterios
técnicos para su ejecucion, considerandose procedente el plazo propuesto para el
desarrollo de las actividades con fines de investinacidon de flora silvestre, con colecta,
por el pericdo de dieciocha (18) meses;

Que, asimismo, dicho Informe Técnico recomienda la emision del acto
administrativo que aprueba la solicitud de investigacion cientifica de flora silvestre, fuera
de ANP, para el desarrollo del proyecto denominado titulado: Efecto de diferentes
medios de cultive en micropropagacion de Aniba rosaeodora Ducke (palo rosa)
mediante yemas apicales, provincia Tambopata-Madre de Dios; la investigacion
permitira conocer los efectos de los diferentes medios de cultive en la micropropagacian
de A. rosseodora, generando conocimientos aplicables a la conservacion de esta
especie v, posiblemente, a otras en peligro o de interés econdmico y medicinal;
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Que, por otro lado, el articulo 158° del Reglamento para la Gestion Forestal,
aprobado mediante Decreto Supremo N° 018-2015-MINAGRI. establece comao
obligaciones del investigador en flora silvestre que son las siguientes:

a.

b.

Mo extraer espacimanas, il muaslras bioldgicas, de flora sivesire no autorizadas; no
ceder los mismos a terceras parsonas, ni wtilizaros para fines distintos a lo autonzado.
Entregar al SERFOR un informe final en idioma espaiol y en version digital, como
resullado de la auforizacion oforgada, asf como copia de (a5 publicaciones producto
de la investigacidn realizada, e indicar & numero de fa Aulorizacion en las
publicaciones generadas, Esfa informacion es ingresada al SNIFFS,

Depositar el matenal colectado en una institucion clentifica nacional depositaria de
material biclogico, asi como entregar al SERFOR la constancia de dicho depdsite. En
casos debidamente jusiificados, vy siempre gque e materal colectado no constifuys
holotipos nf ejemplares dnicos, el depdsito se podra realizar en una institucidn distinta
a la mencionada; para eflo se requiere la auwtonizacion del SERFOR.

Solicitar of corespondianie permise de exporfaciin anle el SERFOR a fraves de g
Ventanilla Unica de Comercio Exterior - VUCE, asl como pasar el control respectiva,
en caso se requiera enviar al extranjero parte del material colectado, por razones
clentificas acoladas. Los efemplares tnicos de los grupos taxondmicos coleclados ¥
holotipos solo podran ser exporfados en calidad de préstamo.

Que, asimismo, en el marco de la autorizacion otorgada, el administrado
considerara los siguientes compromisos:

a.

b.

Comumicar con la debida anticipacidn a la Gerencia Regional Forestal y de Fauna
Silvestre del Gobierno Regional Madre de Dios, el inicio de la invesfigacian.

Indicar &l nimero de la resolucion en las publicaciones generadas a parlir de la
autarizacion concedida.

Solicitar anticipadamente anfe la Direccion de Gesfion Sostenible del Patrimonio
Forestal del SERFOR y deniro del perodo del cronograma de frabajo del plan de
investigacion, cualquler cambio an las caracterisficas del estudio aprobado [por
efemplo, cronograma, inclusion de investigadores, elc.), que demande la modificacion
de la presante rasolueion.

En caso sobrevenga algun hecho o evenfo que imposibilite la ejecucion de la
investigacion autonzads o que orgine que no se pueda confinuar con el desarrollo de
la misma, cormesponde al administrado solicitar por escnito ante la Direccidn de Gestion
Sostenible del Pafrimonio Forestal del SERFOR, Iz renuncia a la autorizacion
olorgada; renuncia que deberd ser solicifads dentro del plazo de vigencis de la
autarizacian, precisandose & hecho o evento gue origina fa imposibilidad de ejecutar
o de continuar gjeculando 1 inveshigacion sprobada, debiendo ademsas ef
administrado adjuntar la docurnentacion de susfento gue estime necesaria, de ser al
Cas0.

Todos Jos ejemplaras propagados como producto de Ja investigacion, en &l
invemadero del Instituto Tecnolbgico de la Produccion- CITEproductivo Madre de Dios
seran entregados mediante un acla de enfrega a Is Gerencia Regional Forestal v de
Fauna Silvestre del Gobierno Regional Madre de Dios, en su calidad de Auforidad
Regional Forestal y de Fauna Sivestre, indicando la cantidad de yemas apicales
propagadas, mortandad y éxito de gjemplares, tamano, nombre cientifico, entre ofros
parametros de esfudio,

Que, por otro lado, el atticulo 100° del Reglamento para la Gestion Forestal v de
Fauna Silvestre en Comunidades Nativas y Comunidades Campesinas, sefiala lo
siguiente:
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“Investigaciones cientificas realizadas dentro de las tierras de comunidades
campesinas y comunidades nativas

Toda investigacion cientifica en matera forestal y de fauna silvestre a realizarse dentro de
Herras de comunidades campesinas o comunidades nalfvas, reguere de la aulonzackin
expresa de la comunidad vy autonzacidn otorgada por la avtoridad correspondienta. ()"

Que, en adicion a ello, debemos precisar que, una autorizacion para realizar
estudios de investigacidn no habilita el ingreso a predios privados, en cuyos casos,
deberan gestionar la autorizacidn de ingreso correspondiente ante la autoridad o titular
del area, segin corresponda;

Que, en ese sentido, en caso la ejecucion de |a investigacidn comprenda el ingreso
a territorios de Comunidades Campesinas o Comunidades Mativas, previamente debera
solicitarse la autorizacion comrespondiente;

Clue, de conformidad con la Ley Forestal vy de Fauna Silvestre, aprobada por Ley
N® 29763, el Reglamento para la Gestion Forestal, aprobado mediante Decreto Supremao
N* 018-2015-MINAGRI; el TUPA del SERFOR, aprobado por Decreto Supremo M® 012-
2024-MIDAGRI; los “Lineamientos para el otorgamiento de la autorizacion con fines de
investigacion cientifica de flora yo fauna silvestre”, aprobados mediante Resolucion de
Direccion Ejecutiva N® 0680-2016-3ERFOR/DE; el literal g) del Articulo 53° del
Reglamento de Organizacidn y Funciones aprobado por Decreto Supremo N® 007-2013-
MINAGRI y su modificatoria mediante Decreto Supremo N° 014-2018-MIMNAGRI; el TUD
de la Ley N 27444, Ley del Procedimiento Administrative General, aprobado por
Decreto Suprema N® 004-2018-JUS; asi como, en ejercicio de la funcidn delegada a
través del articulo 17 de la Resolucidn de Direccidn General N DO00G27-2021-
MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS;

SE RESUELVE:

Articule 1.- OTORGAR |a Autorizacion con fines de investigacion cientifica de
flora silvestre, fuera de areas naturales protegidas, al sefior JIMMY JEANINE MIRO
AGURTO, identificade con DNl N° 00248392, correspondiéndole el Codigo de
Autorizacion N* AUT-IFL-2025-038; para el desarrollo del proyecto titulado: Efecto de
diferentes medios de cultivo en micropropagacion de Aniba rosaeodora Ducke
(palo rosa) mediante yemas apicales, provincia Tambopata-Madre de Dios; que se
realizara en el distrito v provincia de Tambopata, departamento de Madre de Dios; en
conformidad con lo sefalado en la Tabla N® 1 del ANEXO 1, cuya vigencia se
contabilizara desde la fecha de emision de la presente resolucion®,

Articuloe 2.- Autorizar la participacion de los investigadores sefialados por el
administrado, conforme con lo senalado en el ANEXO 2 de |a presente resolucion.

Articulo 3.- El administrado se encuentra sujeto al cumplimiento de lo
presentado en el plan de investigacidn evaluado v al plazo corespondiente a dieciocha
(18) meses, asi como el material biolégico de flora silvestre de acuerdo con o sefalado
en el ANEXD 3. Las yemas apicales de Aniba rosasodora, seran obtenidas del

4 Decrelo Suprema N® 004-2019-JU3, Texlo Unico Ordenado de ka Ley 27444 "Ley del Procedimients Adminislrativo
General®
Articulo 16, El acto adminisirativo que oborga beneficio al administrado se enliende eficaz desde la fecha de su emisidn,
salvo disposicadn diferente dal mismo acto
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invernadera CITE productive - MDD. El trabajo de investigacion se realizara en el
Laboratorio de Cullivos de Tejidos Vegetales del CITE Productive Madre de Dios,
ubicado en el distrito v provincia de Tambopata, departamento de Madre de Dios.
Asimismo, deberan cumplir con las obligaciones establecidas en la legislacion forestal v
de fauna silvestre, segln lo sefalado en la parte considerativa de la presente resolucion.

Articulo 4.- La presentacion del Informe Final, en version digital como resultado
de la autorizacidn otorgada, se realizard de acuerdo con los términos sefalados en el
ANEXO 4 de |la presente resolucian, y debera ser presentado dentro de los noventa (90)
dias calendarios posteriores a la culminacion de la investigacion.

Articulo 5.- La presente autorizacidn no limita el ejercicio de las funciones yio
requisitos de las entidades, en los Ambitos en los que se realice la investigacion (ARFFS,
ACR, ACP vy otros).

Articulo 6.- La solicitud de modificacion de Autorizacion en el desarrollo de |a
investigacion sera comunicada al SERFOR dentro del plazo de vigencia de la presente
resolucidn.

Articulo 7.- La presente autorizacion no habilita la exportacion de muestras
bioldgicas, en caso se requiera realizar esta actividad, el administrado y los
investigadores  identificados  en la presente  resolucidn,  podran  gestionar el
correspondiente Permiso de Exportacidn ante la Direccion General de Gestign
Sostenible del Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre del SERFOR.

Articulo 8.- La contravencion a las obligaciones y/o condiciones establecidas
en la presente resolucion conllevara a la comision de la infraccidn tipificada en el
numeral 5) del Anexo 1 del Cuadro de Infracciones y Sanciones en materia forestal,
aprobado mediante el Decreto Supremo N° 007-2021-MIDAGRI. Cabe mencionar gque
el material bioldgico colectado no podra ser utilizado para fines distintos a lo autorizado,
bajo apercibimiento de configurarse el supuesto establecido en la mencionada
normativa. En caso de realizar investigaciones para ofros fines con el material
autorizado, se debera solicitar una nueva autorizacian,

Articulo 9.- Motificar la presente resolucidn directoral al administrado; a efectos
de que tome conocimiento de su contenido.

Articulo 10.- Remitir la presente resclucién a la Direccién de Control de la
Gestion del Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre y a la Gerencia Regional Forestal
y de Fauna Silvestre del Gobierno Regional Madre de Dios, para que actien de acuerdao
a sus competancias en materia de supervisidn v fiscalizacidn, al Instituto Tecnolégico
de |la Produccion- CITEproductive Madre de Dios para conocimiento, asimismo, |a
Direccidn de Gestidn Sostenible del Patrimonio Forestal deberd cargar la presente
resolucion en el Directorio de la Direccion de Informacion y Regisiro,

Articulo 11.- Disponer la publicacién de la presenta resolucion en el portal web
del SERFOR: www.gob.pe/serfor

Registrese v comuniguese,

rl: https:/'spd. serfor.gob.pe fvalidadorDocumentalf Clave- QYDESMG




RESOLUCION DIRECTORAL

Documento Firmado Digitalmente

GIAN CARLO PEZO RUIZ
Director
Direccion de Gestion Sostenible del
Patrimonio Forestal
Servicis Nacional Forestal v de Fauna Silvestre - SERFOR
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ANEXO 1

Tabla N* 1. Coordenada UTM donde se desarrollara la investigacion

Coordenadas UTM WGS 84.
Localidad Distrito Provincia Departamento ZONA 19
Este Norte
Sede del CITE
productive Madre Tambopata Tambopata Madre de Dios 0478005 BE0T58B5
de Dios
ANEXO 2

Tabla N® 2. Datos de los investigadores que participaran en la presente

investigacion
Nombras y Nacienalidad Documenta Participacion I:“N““mm :'::
Apellidos de identidad en &l proyecto investigadores
Jimmy Jeanine Mird Invastigador Universidad

Agurio Peruana 00245392 principal Macional
Droriza Huaman . Amazanica de
Candori Paruana Trog1182 Tesisla Madre de Dios

Instituta
) Tecnoldgico de
O'Egg';f:b'“ Peruana 40440382 Colaborador la Produccitn-
CITEpraductivo
Madre de Dios

ANEXO 3

Tabla N® 3. Detalle del material biolégico de flora silvestre

Cantidad de
Nombre Nombre Finalidad de la
Familia clantifico Samon Tipo de muestra | muestra (por colacta
especie)
Lauraceas Aniba rosaeodoa ' Micropropagacian
Ducke Palo rosa | Yemas apicales 210 clonal
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ANEXO 4
FORMATO DE INFORME FINAL
Como parte del cumplimiento de obligaciones adquiridas en el marco de |a autorizacion de

investigacion cientifica de flora y/o fauna silvestre, fuera de areas naturales protegidas, el{la)
administrado(a) debera prasentar la siguiente informacion:

a. Indicar el nimero de la Resclucidn Directoral que aulorizd la investigacion v el{los) nomerols) de
resolucion de maodificacian, de corresponder. Tamer en cuenta que el titulo del provecto debe coincidir
con la autorizackin otorgada.

b. Resumen para ser publicado en |la web del SERFOR (donde se deberd sefialar los resultados v la
relevancia del estudio, entre otros, de forma sintetizada respecta de lo enconfrada en la investigacidn
realizada, hasta 3000 caracteres o 500 palabras). Se adjunta un model en el siguients enlace:
hitps.:fidrive google.comidrivefolders! 1 EOY -uQUdEjwy 1 pTEGhhiKCT AaOTY PwyH Yusp=drive _link

c. Resultados (Se debe indicar los resultados mas relevantes tomando en cuenta los objetivos
Manteados para la Investigacidn),

d. Conclusiones (En esta seccidn se debera incorporar los enunciados generados producio del analisis
de resuliades, los cuales respanderan las interogantes u objetivos planteados)

e, Anexos

¥ Adjuntar la(s) copia(s) de las(s) constancials) da deposito del material bickdgico®, an caso de haber
reglizado colectas. La(s) constancia(s) deberd(n) ser emitida(s) por una institucién cientifica
nacional depositara de material bickigico-ICNDME, registrada por el SERFOR. Si desea visualizar

al lEthEtI'D de ICNDOMB auﬁunzadas puede ingresar al ﬂgumrlta enlaca:

h ) f

rldl:.IUrId|Lb deposilanias-da-malerial-biologico

+  Material fotogréfico, en formato original. Se resguardara los derechos de autor,

+  Adjuntar las autorizaciones de ingreso a temitorios comunales, ACR, ACP, titulos habilitantes,
predios rurales cuando comesponda,

¥ Listado taxondmico de las especies de flora vo fauna silvestre objeto de investigacion (colectadas,
capluras lemporalmente, registras mediante registros direclos e indirectos, elc.), de acuerdo con
el formalo indicado en el siguiente enlace: hips:/drive google.com/drive/folders/1EQY -
ulUdEmwy 1pTEGEhhIKCT AaOTY PwyH Tusp=drive_link

+ En caso de no haber realizado colectas, remitir la informacién del ambito de Esludln de acuerdo
con e formato indicade en el siguiente enlace: : 0%
uOUdE w1 pTEGHRIKC T AaDTYPwyH Yusp=drive link

< Enfregar la(s) publicacidnles), producta de la investigacitn realizada en formato digital, (se podra
adjuniar &l enlace de acceso al arficulo, DO, etc.) o de lo contrario sefialar que no cuenta con
publicacidn, En caso de contar con publicacion de tesis de pre o posgrado, indicar el enlace del
rapasitong an donde 5o encuentra depositadao.

La informacion podra ser entragada en formato digital a través de la Mesa de Partes Virtual
{https:/fapps serforgob,. pe/mesadepartesvirtual /#/] o fisico en formato impreso en mesa de
partes presencial del SERFOR (Av. Javier Prado Oeste 2442, Magdalena del Mar).

! adicule 155 v el Articuls 135 del Reglamenls para la Gestion Ferestal v o Reglamenlo gara 1a Gestién de Fauna
Silvestre, aprobados con Decredo Supremo WN° 018-2015-MIMAGR| v Decreto Supramo N° 018-2015-MINAGRI,
respeciivaments; sefalan que & material bioldgico coleclado debe ser depositado en Instituciones Cientificas
Nacionales registradas ante el SERFOR.

rl: https: ffspd . serfor.gob.pe/validadorDocumental) Oave: OQYDESMG




Anexo 4 Evidencia fotografica del esquema metodolégico de la investigacion

| a) Seleccion y colecta del material vegetativo Aniba rosaeodora

g S

b) Proceso de preparacion del medio de cultivo
A

=z

Anexo 5 Evidencia fotografica de los resultados obtenidos por tratamientos




| a) Explantes Asépticos de Aniba rosaeodora |

/ =% > o~
c) Explantes de la fase de multiplicacion de Aniba rosaeodora (Tratamiento
3: BAP 5 mg; IBA 1.5 mg)

d) Explantes de la fase de multiplicacion de Aniba rosaeodora (Tratamiento
3: BAP 5 mg; IBA 1,5 mg)




e) Explantes de la fase de enraizamiento

Explantes en oxidacion donde ning

| ‘: ¥
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Anexo 6 Constancia de identificacion botanica de la especie estudiada

Centro Investigacién del Herbario Alwyn Gentry
“Madre de Dios, Capital de 1a Biodiversidad del Peri”
Ao de la recuperacién y consolidacion de Ia economia peruana

CONSTANCIA

En mi cahdad de Director del Centro de Investigacion Herbario “Alwyn Gentry de la
Universidad Nacional Amazonica de Madre de Dios,

( \ UNIVERSIDAD NACIONAL AMAZONICA DE MADRE DE DIOS

HACE CONSTAR:

Que las muestras botdnicas han sido presentadas en marco de la tesis de pregrado de la Bach.
Doriza Huaman Condori, titulada:"Efecto de diferentes medios de cultivo en
micropropagacién de Aniba rosaedora Ducke (palo rosa) mediante yemas apicales,
provincia Tambopata-Madre de Dios" para optar el titulo de Ingeniero Forestal y medio

ambiente en la Universidad Nacional Amazonica de Madre de Dios.

El ejemplar ha sido entregado a la coleccion del herbario y constan de 03 especimenes que
proviene del Fundo vivero camino verde, La joya, Distrito Tambopata, Region Madre de
Dios, Las cuales fueron verificadas e identificadas en este Centro de enseiianza e
Investigacion HAG-UNAMAD. A continuacién, se adjunta el cuadro de informacion de la

especie
h" J Codigo de Colecta ] Nombre cientifico ::;nnf;‘o':& Coordenada UTM
| 1lpH - 001 | Aniba rosodora Ducke L W 12613940 %6921 1308

Se expide la presente constancia a solicitud de la interesada para los fines que considere
conveniente.

Puerto Maldonado, 25 de marzo de 2025,

Atentamente

Ciudad Universitaria - Puerto Maldonado ~ Madre de Dios
Av. Jorge Chavez N* 1160



Anexo 7 Composicion del medio del cultivo

Tabla 19

Composicion del medio de cultivo para establecimiento

COMPONENTES

T1 T2 T3 T4 15 16

Murashige skoot +
vitam. Al 100%

221gr 221 gr 221 gr 443 gr 443 gr 443 gr

Sucrose 20gr  30gr 20gr 20gr 30gr 40gr
Tiamina 0.4mg/l 0.4mg/l 0.4mg/l 0.4mg/l 0.4mg/l 0.4mg/l
Acid. Ascorbico 10mg/l 10mg/l 10mg/l 10mg/l 10mg/l 10mgl/l
Ppm 1ml Tml Tml 1ml Tml 1ml
Ph 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8
Agar ogr ogr ogr ogr 6gr 6gr

Nota. Resultados del procesamiento de datos.

Tabla 20
Composicion de medio de cultivo de multiplicacion
COMPONENTES T1 T2 T3

Murashige skoog + vitam 433 gr 433 gr 433 gr
Sucrose 30gr 30gr 30gr
Pantetonato 1ml 1ml 1ml
Iba 0.5 mgl/l 1mgl/I 1.5 mg/I
Bap 1ml 3mg/I 5mg/I

C.A 2mgl/l sin carbon 2mgl/l
Pvp 2gr/L 2gr/L 2gr/L
Nitrato de potasio 1.9 gr/l 1.9 gr/l 1.9 gr/l
pH 5.7 5.7 5.7
Agar 6 gr 7qr 8 gr
Nota. Resultados del procesamiento de datos.

Tabla 21

Composicion de medio de cultivo de enraizamiento

COMPONENTES T1 T2 T3

Murashige skoog + vitam 4.33 gr 4.33 gr 4.33 gr
Sucrose 30gr 30gr 30gr
Tiamina 2ml Tml Tml
Pantetonato 2mg/l 2mg/l 2mg/l
Ana 1Tmgll 2mg/l 3mg/l
pH 5.7 sin carbon 2mg/l
Agar 6 gr 6 gr 6 gr

Nota. Resultados del procesamiento de datos.




  N =  [ ( A × B ) + T ] × R   × U

