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Resumen

El trabajo fue realizado en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Estacion Experimental Agraria
San Roque, del INIA Loreto con el objetivo de establecer un protocolo para el cultivo in vitro de segmentos
nodales de camu camu" Myrciaria dubia" (H.B.K) Mc Vaugh. La fuente de material vegetal, fueron ramas de
la parte apical de plantas adultas de la Coleccién Nacional de camu camu del INIA Loreto, se realizaron
ensayos de desinfeccion, medios de cultivo y diferentes concentraciones de hormonas. El medio de cultivo
utilizado fue Murashige & Skoog, MS 1962; mas factores constantes 20 g/L sacarosa, 0,25 g/L carbdn
activado, 7 g/L agar y pH 5,7. Los tratamientos de desinfeccidon que presentaron los mayores porcentajes
(100%) de supervivencia de segmentos nodales, fueron: Hipoclorito 0,3% + Chupadera 1 g/L en M&S, M&S
2 y M&S + AIB y Hipoclorito 0,5% + Chupadera 2 g/L en M&S, M&S 2 y M&S + AIB. El mejor medio de
cultivo para la fase de crecimiento in vitro fue M&S + 1,5 mg/L GA3 + 10 mg/L AIA con 72% de
supervivencia a los 45 dias después de la siembra. El mejor medio de cultivo para la fase de muiltiplicacion
fue M&S + 2,5 mg/L BAP + 0,1 mg/L ANA con 80% de supervivencia a los 30 dias después del subcultivo.
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Abstract

The objective of this study was to establish a protocol for the in vitro culture of nodal segments Myrciaria
dubia "camu camu" (HBK) Mc Vaugh. The source of the material, were branches of the apical part of adult
plants of the National Collection of camu camu INIA Loreto. For cultivation in vitro assays were performed
disinfection, culture media and different concentrations of hormones, in the Laboratory of Plant Tissue
Culture, INIA-Loreto. The culture medium used was Murashige & Skoog, 1962 MS; most constant factors 20
g/L sucrose, 0.25 g/L activated carbon, 7 g/L agar, pH 5.7. Disinfection treatments that had higher survival
rates in the nodal segments were; hypochlorite 0.3% + Chupadera 1 g/L, in M&S, M&S 2> and M&S + AIB
and hypochlorite 0.5% + Chupadera 2 g/L, in M&S, M&S and M&S V2 + AIB, with 100% in both treatments.
The best medium for the growth phase in vitro is M&S + 1.5 mg/L GA3 + 10 mg/L IAA, 72% survival at 45
days after sowing. The best medium for the multiplication phase is M&S + 2.5 mg/L BAP + 0.1 mg/L NAA,
80% survival at 30 days after subculture.
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INTRODUCCION

El camu camu Myrciaria dubia (H.B.K.) Mc
Vaugh, es una especie frutal nativa de la
Amazonia peruana que crece en forma
silvestre en orillares inundables y ha
despertado gran interés en la agroindustria
por su alto contenido en acido ascorbico,
alrededor de 2 g/100 gramos de pulpa
(Pinedo, 2010).

El Instituto Nacional de Innovacién Agraria
INIA, a través de la Estacion Experimental
Agraria “San Roque”, ha venido generando
conocimiento para la domesticacion del camu
camu desde 1972; el ano 1988, instala una
coleccion de germoplasma constituida por 43
accesiones 0 muestras  representativas
colectadas de las poblaciones naturales; de la
region Loreto en el Campo Experimental
“Muyuy”, bajo condiciones de suelos aluviales
inundables, con una réplica en el Campo
Experimental “El Dorado”, en condiciones de
suelos no inundables o de tierra firme. (Iman
etal, 2011).

El uso de la micropropagacion, permite
introducir rapidamente productos nuevos con
una serie de ventajas tales como una mejor
sanidad y pureza genética lo que la ha
convertido en una técnica muy utilizada en la
agricultura en especial en la propagacién
masiva de plantas ornamentales y frutales. La
estrategia para obtener un producto vegetal /in
vitro dptimo, depende de lograr un sistema
que permita la seleccion de material en campo
con excelentes condiciones agrondémicas vy,
posteriormente, desarrollar un protocolo de
laboratorio que en cada una de sus fases
introduccién, multiplicacion, enraizamiento y
endurecimiento, conduzca a producir material
vegetal de excelente calidad sanitaria,
genética y fisioldgica. (Chamorro et al., 2007).
La propagacién de plantas lefiosas a través
del cultivo de tejidos, ha sido lograda en
varias especies de frutales y forestales
cultivadas con el proposito de multiplicar
genotipos de interés. El cultivo /in vitro es
utilizado cada vez mas, para la propagacion
de especies vegetales con el fin de aumentar
el nimero de individuos, superar problemas
de fertilidad y de biologia reproductiva, asi
como proporcionar material para su
reintroduccidon en la naturaleza y contribuir a
la conservacién de la diversidad a mediano y
largo plazo. (Sotolongo et al/.,, 2003).

Propagacion in vitro de camu camu

La mayoria de las tecnologias actuales de
propagacion /in vitro, utilizan como base las
sales de Murashige y Skoog vy diferentes
combinaciones de reguladores de crecimiento,
propias de la especie objeto de investigacion.
El objetivo del trabajo, fue establecer un
protocolo para el cultivo in vitro de segmentos
nodales de "camu camu" Myrciaria dubia
(H.B.K) Mc Vaugh.

MATERIALES Y METODOS

La Coleccién Nacional de Camu camu del
INIA, fue la fuente del material parental
utilizdndose ramas de la parte apical de
plantas adultas, cuyos diametros estuvieron
comprendidos entre 0,8 a 1,2 cm y 35 cm de
longitud. Las ramas colectadas fueron
colocadas en bolsas plasticas, 80-100
unidades por genotipo; para su transporte al
laboratorio. Los trabajos de brotacién de
estacas se iniciaron con lavados y desinfeccion
con 1mL/L de pinesol por 17 horas,
posteriormente se enjuagd con agua y
finalmente se cortaron a 30 cm de tamafo
final. Estas ramas fueron sometidas a
desinfeccion con vitavax a dosis de 0,5 g/L
por 10 minutos; bajo estas condiciones las
ramas se colocaron en tubos ensayos de 25 x
150 mm conteniendo agua clorada al 0,5%.
La brotacién ocurrié entre 20-25 dias después
del tratamiento. Los segmentos nodales (> 3
yemas) que se requiere para la siembra en el
medio de cultivo, se obtuvieron a partir del
corte de los brotes de estacas en estado de
hoja abierta; wuna vez cortados son
depositados en envases de vidrio o plastico
conteniendo agua destilada o antioxidante
PVP a una concentracion de 2 g/L; durante el
tiempo que dure la toma de las muestras.

En camara de flujo laminar, se desinfecté con
fungicida Parachupadera 740 PM o Benlate
(Benomil) por 10 minutos, luego se aplicé una
solucion desinfectante de hipoclorito de sodio
mas la adicion de jabon liquido 5 mi/L, por
espacio de 10 minutos, luego; tres lavados
con agua destilada estérii a 15, 10 y 5
minutos respectivamente.

El establecimiento de los segmentos nodales
se realiz6 utilizando el medio de cultivo basal
de Murashige & Skoog (MS 1962), completo y
a la mitad de la concentracién final, con 5
mg/L AIB, 20 g/L sacarosa, 0,25 g/L carbon
activado, 7 g/L agar y pH 5,7. Para ello se
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realizaron ensayos de desinfectantes y medios
de cultivo, siendo las variables en estudio el
porcentaje de supervivencia y contaminacion.
Los tratamientos fueron:

T1: Hipoclorito 0,0% + Chupadera 0 g/L; en
M&S, M&S 2> y M&S + AIB

T2: Hipoclorito 0,2% + Chupadera 0,5 g/L; en
M&S, M&S 2> y M&S + AIB

T3: Hipoclorito 0,3% + Chupadera 1 g/L; en
M&S, M&S 2> y M&S + AIB

T4: Hipoclorito 0,4% + Chupadera 1,5 g/L; en
M&S, M&S 2> y M&S + AIB

T5: Hipoclorito 0,5% + Chupadera 2 g/L; en
M&S, M&S 2 y M&S + AIB.

Luego se ensayaron 04 medios de cultivo para
evaluar la supervivencia y el crecimiento de
segmentos nodales de camu camu, la
distribucion de los tratamientos fue la
siguiente:

T1: M&S + GA3 1,5 mg/L + AIA 5 mg/L +
ANA 0 mg/L

T2: M&S + GA3 1,5 mg/L + AIA 10 mg/L +
ANA 0 mg/L

T3: M&S + GA3 1,5 mg/L + AIA 0 mg/L +
ANA 5 mg/L

T4: M&S + GA3 1,5 mg/L + AIA 0 mg/L +
ANA 10 mg/L

Propagacion in vitro de camu camu

Ademas, se ensayaron dos medios de cultivo
para la multiplicacion in vitro de segmentos
nodales de camu camu, T1 = MS + 0,4 mg/L
BAPy T2 = MS + 2,5 mg/L BAP + 0,1 mg/L
ANA, siendo las variables en estudio el
porcentaje de supervivencia y contaminacion.

Finalmente se ensayé dos medios de cultivo
para enraizamiento in vitro de segmentos
nodales de camu camu: MEDIO “A": M&S
completo + Sacarosa 30 g/L+ Agar 5 g/L+
C.A0,5g/L + AIB 5 mg/L y MEDIO “B": M&S
completo + Sacarosa 30 g/L+ Agar 5 g/L+
C.A 0,5 g/L + AIB 10 mg/L; en dos genotipos
promisorios de camu camu, MD-014 y MD-
015, siendo las variables en estudio el
porcentaje de supervivencia, contaminacién y
enraizamiento.

RESULTADOS

Los tratamientos que presentaron mayores
porcentajes de supervivencia en los
segmentos nodales de camu camu en la fase
de establecimiento fueron el T3 (Hipoclorito
0,3% + Chupadera 1 g/L; en M&S, M&S 2 y
M&S + AIB) y T5 (Hipoclorito 0,5% +
Chupadera 2 g/L; en M&S, M&S 2 y M&S +
AIB), con supervivencia del 100% de los
explantes respectivamente. El tratamiento T1
(Hipoclorito 0,0% + Chupadera 0 g/L; en
M&S, M&S 2 y M&S + AIB), fue el que
presentd el 100% de contaminacién de los
explantes (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de contaminacién y supervivencia en segmentos nodales de camu camu.
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El mejor medio de cultivo para la fase de
crecimiento in vitro de segmentos nodales
de camu camu es M2 (M&S + 1,5 mg/L

Propagacion in vitro de camu camu

GA3 + 10 mg/L AIA), que presentd 72%
de sobrevivencia de segmentos nodales a
45 dias después de la siembra (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de supervivencia en segmentos nodales de camu camu.

El mejor medio de cultivo para la fase de
multiplicacién in vitro fue MS + 2,5 mg/L BAP
+ 0,1 mg/L ANA, que presentd 80% de
supervivencia de segmentos nodales a los 30
dias después del subcultivo y emisién de
nuevos brotes de crecimiento lento.

Para medios de cultivo evaluados a los 14 dias
después del subcultivo, se encontré en el
Medio A, genotipo MD-014; 85,71% y MD-
015; 71,4% de supervivencia. Para el Medio
B, genotipo MD-014, 93% y MD-015; 71,4%
de supervivencia de segmentos nodales. No
hubo enraizamiento, en los segmentos
nodales.

DISCUSION

Los porcentajes de supervivencia de
segmentos nodales de camu camu, son
similares a los resultados encontrados por
Chinchilla (2008), quien trabaj6é con “sapote”,
indicando que los niveles de contaminacion en
plantas provenientes de ambientes
controlados fueron menores a nivel de
segmentos nodales, al igual que la diversidad
de microorganismos fue considerablemente
menor. Estos resultados permiten pensar que

los tejidos se encontraban mas sanos vy libres
de saprofitos debido a que las plantas de
donde se tomaron los explantes estuvieron
bajo condiciones ambientales controladas con
aplicaciones periddicas de agua, fungicidas,
abono foliar y bajo techo; lo que favorece una
mayor sanidad. Asimismo, indica que bajo
estas condiciones el desarrollo de las plantas
suele ser mas homogéneo. No obstante, se
observd la aparicion de hongos y bacterias
que sobrevivieron a la desinfeccion y que se
mostraron después de un mes de cultivo (sin
realizar subcultivos).

Ramirez (1999), menciona que la presencia de
microorganismos contaminantes, hongos y
bacterias; es uno de los principales problemas
durante el establecimiento /n wvitro de
explantes procedentes de plantas lefosas,
sobretodo de condiciéon adulta y cultivadas
directamente en el campo.

Corbino (2000), afirma que, en las especies
lefiosas, la lignina, es un compuesto organico
que impregna las paredes de los vasos de
conduccion. Estas especies presentan, en su
mayoria, resistencia al ser multiplicadas in
vitro.
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Figura 3. Propagacion vegetativa por cultivo in vitro del camu camu,
A) Establecimiento, B) Crecimiento, C) Multiplicacion

CONCLUSIONES

Los tratamientos que presentaron 100% de
supervivencia en los segmentos nodales de
camu camu en la fase de establecimiento,
fueron Hipoclorito de sodio 0,3% + fungicida
Parachupadera 1 g/L, en M&S, M&S 2> y M&S
+ AIB, y Hipoclorito de sodio 0.5% +
fungicida Parachupadera 2 g/L, en M&S, M&S
2 y M&S + AIB. El mejor medio de cultivo
para la fase de crecimiento in vitro de
segmentos nodales de camu camu, fue el
M&S + 1,5 mg/L GA3 + 10 mg/L AIA, por
presentar 72% de sobrevivencia de
segmentos nodales a los 45 dias después de
la siembra. El mejor medio de cultivo para la
fase de multiplicacion in vitro fue MS + 2,5
mg/L BAP + 0,1 mg/L ANA, que presentd
80% de supervivencia de segmentos nodales
a los 30 dias después del subcultivo y emisién
de nuevos brotes de crecimiento lento. No
hubo enraizamiento de los segmentos nodales
para los medios de cultivo evaluados.
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