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RESUMEN

Bolivia es uno de los paises de América latina con significativas superficies de bosques
naturales, entre las especies que las componen existen muchas especies de palmera,
gue gradualmente se incorporan a la actividad econémica por el uso de sus productos,

los cuales son denominados productos forestales no maderables.

El asai (Euterpe precatoria M.) es una palmera de importancia econdmica,
sociocultural en regiones amazodnicas en los Ultimos afios el asai, se ha visto
amenazada por una tala indiscriminada, por la extensién agricola y ganadera,
ocasionando la perdida de genotipos, por tal motivo es urgente su conservacion. La
propagacion invitro es una alternativa para las especies que no se puede conservar
por el método tradicional. El objetivo de presente investigacion fue determinar los
protocolos para la propagacion in vitro de Asai (euterpe precatoria M.) bajo el efecto
de sacarosa y carbon activo en germinacion de embriones, el experimento se realizé
con 8 tratamientos y cada tratamiento tubo 15 repeticiones, sumando un total de 120
repeticiones. Para la realizacion de esta investigacion fue bifactorial con relacion de:
carbon activo 1 gr/L 1, carbdén 2 gr/L’t y sacarosa de O gr/L't, 15 gr/Lt, 30 gr/Lty 45
gr/L't, dando como resultado que el tratamiento: T3 (30 gr/L't de sacarosa con 1 gr/L
1 de carbon activo) fue estadisticamente superior en las variables de germinacion,
numero de hojas, desenvolviendo radicular asimismo presento menor contaminacién

y oxidacién a diferencia del demés tratamiento que fueron estadisticamente inferiores.

Palabra clave: Euterpe precatoria M., Cultivo In vitro, Carbon Activo, Sacarosa,

Embrién.



ABSTRACT

Bolivia is one of the countries in Latin America with significant areas of natural forests,
among the species that compose them there are many species of palm, which are
gradually incorporated into economic activity through the use of their products, which

are called non-forest products. timber.

The asai (Euterpe precatoria M.) is a palm tree of economic and socio-cultural
importance in Amazonian regions. In recent years, the asai has been threatened by
indiscriminate logging, by agricultural and livestock extension, causing the loss of
genotypes, for such reason its conservation is urgent. In vitro propagation is an
alternative for species that cannot be conserved by the traditional method. The
objective of this research was to determine the protocols for the in vitro propagation of
Asai (euterpe precatoria M.) under the effect of sucrose and activated carbon in embryo
germination, the experiment was carried out with 8 treatments and each treatment had
15 repetitions, adding a total of 120 repetitions. To carry out this research, it was
bifactorial with a relationship of: activated carbon 1 gr/L 1, carbon 2 gr/L * and sucrose
of 0 gr/L % 15gr/L %, 30 gr/L * and 45 gr/ L', giving as a result that the treatment: T3
(30 gr/L* of sucrose with 1 gr/L"* of activated carbon) was statistically superior in the
variables of germination, number of leaves, developing root also presented less

contamination and oxidation unlike the other treatment that were statistically lower.

Keywords: Euterpe precatoria M., In vitro culture, Active Carbon, Sucrose, Embryo.
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1. INTRODUCCION.

El asai es de la familia Arecaceae considerada una de las palmeras perennes de ciclo
largo con una gran variabilidad genética entre plantas de la misma poblacién y
teniendo aproximadamente 2.500 especies, que son distribuidas en 200 géneros
(COSTA & MARCH, 2008). Estas familias de palmeras son conocidos por su amplia
distribucion y se encuentran principalmente en regiones tropicales y subtropicales
(RUBIO NETO, 2013).

El fruto del asai tiene un alto valor nutricional econémico y por su alto contenido de
proteinas, carbohidratos, grasas, calcio, hierro, vitamina A, vitamina C y antioxidantes,
ocupando un cada vez mas espacio en el mercado regional, nacional e internacional
debido a la industria alimenticia de produccion de jugos y la bebida de asai que se
extrae de la pulpa. (RUBIO NETO, 2013).

A nivel mundial Estados Unidos se posiciona como el principal importador de asai,
habiendo cuadruplicado su demanda en los ultimos afios y representando el 79% de
las exportaciones que salen desde Brasil (CONAB 2015); Jap6n y Corea del Sur
también destacan entre el grupo de paises compradores, que ademas incluye a
Canada, Australia, Nueva Zelanda, Suecia, Suiza, Dinamarca y otros. Las empresas
gue abastecen estos mercados se encuentran instaladas en Brasil, principalmente en
los estados de Pard y Amapa, donde se incursiond en la liofilizaciénl del producto
desde el afio 2003 (Gamarra 2013).

La produccién de asai en Bolivia mayormente son frutos silvestres que se producen
en los bosques amazédnicos de varzea (inundados estacionalmente) y en bosques de
tierra firme (con suelos bien drenados segun (Moraes 2004, Moreno & Moreno 2006).

Distribuidos en los departamentos de Pando y al norte de La Paz, Beni y Santa Cruz.

En los ultimos afios se sumo también la participacion de Bolivia en el mercado mundial,
a través de la comercializacion de asai liofilizado producido por la Industria Boliviana
de Liofilizacion (IBL) y por Natur SRL, empresas instaladas en Santa Cruz que
exportan a los mercados de Nueva Zelanda, Colombia, Alemania, Brasil y Eslovenia

entre otros (Lorini 2016).



Estudios de mercado recientes efectuados por Conservation Strategy Fund (CSF) en
el mercado boliviano, muestran que en las ciudades de Cobija y Riberalta, los
intermediarios, transformadores y comercializadores de asai carecen de volimenes
suficientes para cubrir la demanda nacional y asegurar una oferta constante a lo largo
del afio (Lorini 2015, Lorini 2016). Este fendmeno de demanda insatisfecha se repite
a nivel global desde 1998 (Gamarra 2103) y merece especial atencion, pues constituye
una oportunidad para emprendimientos emergentes como el de la Asociacion de
Recolectores y Productores de Frutas Amazonicas de Petronila (ARPFAP),

emprendimiento para el cual se genera el presente plan de negocios.

Por estas razones se plantea el presente trabajo de investigacién que proporcionara
una guia para el manejo de semillas de asai in vitro, en cuanto a la determinacién del
efecto de los diferentes tipos de germinacion de las semillas de asai y evitar la pérdida
genética de esta valiosa especie, ya que actualmente no existe investigaciones de
propagacion in vitro con genotipos de ejemplares de asai encontrados en la amazonia
de Pando- Bolivia (CUMAT, 1990).

El mejoramiento y conservacion de las plantas silvestres, es una de las herramientas
gue ha dado respuestas, para nuevas variedades, que se responde a factores bidticos
y abidticos. En cultivo in vitro es parte del mejoramiento genético, la embriogénesis
permite la transformacion de una sola célula, el cigoto, en un individuo multicelular
mas complejo, contenido en la semilla madura que a la vez nos proporciona protocolos
especificos para la produccion de plantulas y plantas sanas libres de patégenos en
poco tiempo (EBERT et al., 2014).

Esta técnica se aplicd en palmeras como Chima Bactris gasipaes en la induccion de
embriogénesis soméatica (STEINMACHER, 2005). y en Germinacion in vitro de palma
muriche Mauritia flexuosa (EBERT et al., 2014). Para el desarrollo de plantas in vitro
la produccién de energia y carbohidratos son elementales.

La sacarosa permite un rapido crecimiento heterotréfico ya que la produccion de
energia y carbohidratos por la fotosintesis in vitro es muy poca debido a que los niveles

de iluminacién en las habitaciones destinadas a su crecimiento generalmente son



bajos y no garantizan que se desarrolle adecuadamente este proceso segun (Leifert
et al., 1995),

Asi mismo en el cultivo de embriones de cigoticos in vitro el carbon activo favorece la
induccién de raices de la planta. También adicion de carbén activado en el cultivo in
vitro permite reducir los dias a la germinacion e incrementar el nUmero de brotes
obtenidos por planta. (CHERUVATHUR et al., 2010).

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La especie de asai (Euterpe precatoria) de la familia Arecaceae es una de las palmeras
gue estan distribuidas en las regiones tropicales y sub tropicales de Bolivia, sin
embargo, en la region norte amazaonica del pais la explotacion de especies de la familia
Arecaceae. Como el asai, se ha visto amenazada por una tala indiscriminada para la
obtencién de palmito, se ha visto vulnerable principalmente por la destruccién de su
habitat, por la extension agricola y ganadera, en el departamento de Pando. Estas
plantas generan un alto valor econémico y nutricional. Por tal motivo es urgente su
conservacion, las semillas son el material adecuado para la propagacion y la
conservacion de la mayor diversidad genética de la poblacién. Las técnicas de
cultivo in vitro pueden contribuir a mejorar la germinacién uniforme de las plantas, la

propagacion masiva y libre de enfermedades y patégenos.
1.2. JUSTIFICACION DEL TEMA DE INVESTIGACION.

En la actualidad existe una fuerte preocupacién por el deterioro ambiental, debido a
gue la mayoria de los bosques estan desapareciendo a ritmo acelerado. Algunas de
las mas importantes causas de este deterioro son el crecimiento demografico, los
incendios forestales, la tala indiscriminada de arboles para fines comerciales o
energéticos. Al destruir los bosques también desaparece la palmera de asai (Euterpe
precatoria). Por esa razdn se tiene como objetivo tener protocolos de propagacion in

vitro para su conservacion.



1.3. OBJETIVOS

1.3.1 General

Determinar protocolos para la propagacion in vitro de Asai (euterpe precatoria) bajo el

efecto de sacarosa y carbdn activo en germinacion de embriones.
1.3.2 Especificos.

e Determinar agentes desinfectantes para el establecimiento in vitro de Asai
(euterpe precatoria M).

e Determinar la concentracion de sacarosa para desenvolvimiento de
embriogénesis de Asai y carbon activado para germinacion de los embriones
de Asai (Euterpe precatoria M).

e Determinar la concentracion de carbén activado para la propagacion in vitro de

Asai (Euterpe precatoria M).
1.4. HIPOTESIS.

Ha. La concentracion de sacarosa y carbén activo influyen en la germinacion y
desarrollo de los embriones de Asai in vitro y el tiempo de aclimatacion en condiciones

controladas en el laboratorio de biotecnologia vegetal.

Ho. La concentracion de sacarosa y carbén activo no influyen en la germinacion y
desarrollo de los embriones de Asai in vitro y el tiempo de aclimatacion en condiciones

controladas en el laboratorio de biotecnologia vegetal.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1 Generalidades

La palmera de Asai, huasai, palma murrapo, naidi, o (en portugués) acai (euterpe
precatoria) es una palmera nativa del norte de Sudamérica, apreciada por las

propiedades nutritivas de su fruto.

Segun (Mostacedo et al., 2003). En Bolivia existen varias especies de asai: El Euterpe
precatoria mas conocido como asai boliviano o asai solitario es la especie mas
conocida. Se trata de una especie de palmera nativa que es abundante en toda la
region amazédnica de Bolivia, el departamento de Pando, el norte de La Paz y el norte
del Beni, y en los bosques de Santa Cruz y Cochabamba donde es comun en los
bosques amazonicos, bosques humedos de llanura y el bosque himedo del escudo
precambrico. (GBIF, 2019) explica que el asai brasilero (Euterpe oleracea) es
originaria del este de Brasil, y ha sido introducido en la region por su facilidad de cultivo
en sistemas agroforestales. Solo ocurre en plantaciones y sistemas agroforestales. En
2005 se registro una tercera especie del género Euterpe en Bolivia: E. luminosa,

también conocido como pacsoa, una palmera cuyo palmito también es comestible.
2.2 Clasificacion taxonémica

Segun (MORENO & MORENO, 2006) El nombre cientifico es Euterpe Precatoria
Mart., conocido mas comunmente por los nombres de asai, Palmito o palmito
mantequilla. Pertenece a la familia Arecaceae, orden Arecales, clase Liliopsida
(Monoc.) y filo Magnoliophyta. Se caracteriza por ser una planta de elevada altura, y

crece en tierras bajas de la Amazonia y en tierra firme.

Por tanto, esta palmera pertenece a la siguiente jerarquia taxonémica (Borgtoft et al.,
1993 citados por Apuri, 1996 y Killeen et al., 1993):



Clasificacion taxonémica

Clasificacion taxon6dmica del asai

Division Magnoliophyta
Sub divisién Angiosperma
Clase Liliopsida
(Monocotiledoneas)
Sub Clase Arecidae
Orden Arecales
Familia Arecaceae
Sub Familia Arecoideae
Género Euterpe
Especie Precatoria
Nombre Comun Asai

Segun Gutiérrez y Peralta (2001) mencionan que, el nombre comdn de esta palmera
es “acai” (Brasil) asai (BOLIVIA), “y” palmiche” (Colombia), “huasi” (Peru). Su consumo
data de tiempos precolombinos y es un producto muy importante en la alimentacion

de la poblacion amazonica por que aporta nutrientes al organismo.
2.3. Descripcién botanica

Segun (Moraes, 1966) El asai (Euterpe precatoria) es una palmera monoica,
conspicua tanto en bosques de tierra firme como en bosques inundados

estacionalmente; es una especie en subdosel, heliéfila en medios umbrdfilos.

Su tronco, denominado estipite es recto, cilindrico, de color gris claro y delgado, mide
entre 7 y 20 centimetros de diametro. Esta palmera unicaule, es decir de un solo

tronco, alcanza un maximo de 20 a 25 m de altura.

El estipite merece una aclaracion a parte porque no es exactamente un tronco como

los demas arboles, sino que este tipo de tallo es exclusivo de las palmeras. Se



caracteriza por no ramificarse y por conservar su diametro desde el nacimiento hasta
la punta terminal del estipite, por lo que no suelen tener mucho grosor. En su superficie
se distinguen anillos o "marcas" producidos por los peciolos de las hojas caidas, cuyo
dibujo y textura es tipico en los tallos de las palmeras adultas o "marcas" producidos

por lo peciolos de las hojas caidas.
Estas “marcas" se conocen como cicatrices foliares circulares.

Sus hojas son envainadas por un peciolo erecto que nace de la parte terminal del
estipite, denominada corona o acrocaulis. Estas hojas son compuestas y con foliolos
pinnatisectos, distribuidos de forma horizontal en ambos lados del nervio central, lo
gue se conoce como hojas pinnadas o palmadas. El nUmero de foliolos por hoja puede
variar de 40 a 80 pares por hoja, cada uno de aproximadamente 65 cm. de largo por
3 cm. de ancho. Los peciolos miden entre 20 y 30 cm. Estas hojas pueden alcanzar

grandes dimensiones, de hasta 2-3 metros de largo.

La inflorescencia del asai es en racimo, situado debajo de la base de las hojas,
compuesto por un raquis, de aproximadamente 50 cm. de largo, que a la vez se

ramifica en raquillas, donde disponen las flores de la palmera.

Las flores de asai son unisexuales de color morado y tamafio aproximado de 2 mm de
diametro. Cada raquilla contiene dos flores masculinas o estaminadas, y una flor
femenina o pistilada. Las flores presentan bracteas y tienen el perianto separado en 3

sépalos y 3 pétalos.

Segun el (Instituto Amazonico de Investigaciones Cientificas Sinchi, 2015) Los frutos
carnosos son unas drupas de forma globosa, pequefias, de 1,2 cm de diametroy 1,5
gr de peso aproximadamente. Son de color verde, que cuando maduran adquieren
tonalidades moradas. Algunas variedades asai mantienen el color verdoso en la
madurez. El fruto esta recubierto por una capa pulverulenta de color grisaceo cuando
madura. En el mesocarpio carnoso del fruto se encuentra la pulpa, de 1-1,5 mm de

espesor y color violaceo.



En el interior de cada fruto se encuentra una semilla, redondeada y de color café, que
mide aproximadamente 6 mm de diametro. Esta semilla ocupa el 60% del volumen de

este pequeiio fruto.
2.4 Habitad y distribucion del asai (Euterpe precatoria)

Segun Henderson et al. (1996) citado por Gutiérrez y Peralta (2001) indican que, el
asai Euterpe precatoria se encuentra en Centro América, desde Guatemala hasta
Panama y Sudamérica desde Colombia hasta Bolivia. Crece hasta los 2000 m. sobre
el nivel del mar. En la regién amazonica es comun encontrarla cerca de los margenes
de los rios, en zonas periédicamente inundadas, aunque aun también llega a ser

abundante en las partes altas de las pendientes y en tierras firmes.

Segun (Araujo-Murakami et al., 2016) En Bolivia crece de forma natural en toda la
regibn amazonica de Bolivia, incluyendo el departamento de Pando, el norte del
departamento de La Paz y Beni, y en los bosques de Santa Cruz y Cochabamba
(Mostacedo et al.,, 2003). Ocurre tanto en bosques de tierra firme y de escudo
precambrico (bosques altos) como en bosques de varzea y de igapo (bosques bajos)
pero abunda mas en suelos arcillosos, lateriticos y profundos. Suele desarrollarse
mejor en bosques estacionalmente inundables y en algunos sitios pantanosos puede

formar densas poblaciones.

Segun Johnson (1996) menciona que, en los bosques tropicales, las palmeras tienen
una distribucion amplia como especies del sotobosque y del dosel. La especie
(Euterpe precatoria) es una de las especies que se adaptan a los bosques primarios y
secundarios, ademas de ser una de las mas comunes y de mayor distribucién en

América tropical.

Es una de las especies abundante en los bosques amazdnicos de Bolivia. De hecho
en un estudio que identifica 227 especies hyperdominantes en la region panamazoénica
(Ter Steege et al., 2013), no solo fue identificada como la especie mas abundante en
el sud-este de la Panamazonia, pero también en tres otros tipos de bosques
amazonicos, con una poblacion total estimado de 5.21 x 109 individuos en toda la

Amazonia continental y una abundancia méxima de 168 especies por hectérea.



Estimaciones de densidades de asai en la Amazonia boliviana (adaptado de Vos
et al. 2016)

Tabla 1. Densidad de plantas adultas por hectarea

PARAMETRO ZONA ESTIMACIONES UNIDAD FUENTES
Bajio 40.5 a3 57 Shanley &
) . Medina, 2005;
Densidades tipicas de plantas adultas Palmeras
or hectarea Alfura 54339 /Ha Vos et al,, 2016;
P : Lorini, 2016;
Leglise, 2017;

Rondonia

REFERENCIAS
I Distribucion geografica de ASAI

| [ pepartamentos

Figura N 1 Estimacion de distribucion de palmeras de asai (Euterpe
precatoria) en la Amazonia boliviana (Adaptado de Leglise, 2017).

2.5 Requerimientos climaticos

Las condiciones Optimas de crecimiento para el asai se encuentran en climas
tropicales o templados, con alto grado de humedad y preferiblemente con periodos de
anegamiento del suelo. Segun Jonhson (1996) sefiala que, los patrones de distribucion
de las palmeras del bosque tropical son complejos y estan relacionados con
variaciones sutiles de profundidad y fertilidad de suelos, drenaje, elevacion y el grado

de inundacién anual.

Segun INFOAGRO/IICA/GTZ (2002) indican que, el cultivo de asai requiere de una
zona calida, con una temperatura promedio anual entre 24°C y 28°C, una intensidad
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de luz con menos horas al afio y una precipitacion anual de 2.000 mm. a 5.000 mm.,

con periodos secos no mayores a 3 meses.
2.6 Requerimiento de suelo

Puede habitar también en bosques de altura, sin suelos inundables, aunque si con alta
pluviosidad y humedad del ambiente tal como indica JOHNSON, D. 1996. También
argumenta que en cuanto a los suelos se prefiere que sean fértiles, bien drenados y
de texturas livianas; en suelos arcillosos es importante el buen manejo. El tipo de suelo

debe ser, franco arenoso, profundo y con buen drenaje plano, con pH entre 5.5y 7.
2.7 Ambiente y exposicion

Segun Moraes y Velarde (2008) indican que la planta esta acostumbrada a la espesa
y densa selva amazonica, esta palmera esta adaptada a vivir en sotobosque y el dosel
arboreo de estos ecosistemas. Por tanto, el asai requiere poca luz, incluso durante la
formacion de las plantulas. Solamente cuando la palma sea adulta podra tolerar cierta

exposicion solar.

2.8 Usos de la palmera de asai

Segun Stoain (2000) menciona que, al igual que las demas especies de su género
(Euterpe precatoria) es un excelente ejemplo de una palmera multipropdésito: en el
norte amazonico de Bolivia, brinda hojas para el techo, frutos para pulpa, refrescos y
vino de palma, raices para remedios naturales, inflorescencias para escobas y troncos
para la construccién, ademas del propio palmito. Los frutos son destinados al

autoconsumo, mientras el palmito es su principal producto comercial.

Segun (Araujo-Murakami et al., 2016; Lorini, 2016) Los frutos de asai constituyen un
recurso importante en la alimentacion de la poblacion amazdénica desde antes de la
colonizacion y poco a poco este producto forestal no maderable viene ganando
importancia dentro de la economia familiar de las poblaciones amazodnicas. La pulpa
de los frutos no solo es usada para la elaboracion de jugos conocidos como “leche de
asai”, pero también es aprovechada como ingrediente la elaboracién de helados,

tortas, galletas, bombones o incluso vinos y licores.
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Segun Zonta y Llanque (1994) citado por Apuri (1996) explican que en Bolivia la
colecta y consumo es artesanal; las hojas son utilizadas en la fabricacion de escobas,
como medicina natural para aliviar dolores en el pecho, para la extraccion del palmito
realizada en la provincia Vaca Diez y regiones aledafas y los frutos para la elaboracion

de refrescos y helados.
2.9 Valor nutricional

Segun Menezes E. Torres A, Srur A. explican que el valor nutricional de asai (Euterpe
precatoria) es de cada 100 g la pulpa del fruto contiene 8,1 g de proteinas; 52,2 g de
carbohidratos (incluidos 44,2 g de fibra) y 32,5 g de grasas; ademas 260 mg de calcio,
4,4 mg de hierro, 1002 U de vitamina A y pequefias cantidades de vitamina C, asi
como &cido aspértico y &cido glutamico y ademés 319 mg de antocianina y otros
antioxidantes. Su consumo de esta fruta es en forma de bebidas, jugos, dulces y

helados.

Segun Contreras et al. (1998) indican que, después de la castafia, el palmito y el fruto
del asai (Euterpe precatoria) es uno de los recursos no maderables de mayor
importancia que el bosque aporta, desde el punto de vista econémico, nutricional y
social para las poblaciones locales.

El asai boliviano tiene niveles muy altos de antioxidantes y ha sido reconocido como
la especie con el mas alto nivel de ORAC (Oxygen Radical Aborbance Capacity) con
un valor de mas de 200.000 eqg. Trolox por cada 100 gramos de polvo de asai

liofilizado, superando en 200% el ya muy valorado asai brasilero.

Segun Benitez-Sanchez PL, Ledn-Camacho M, Aparicio RA. explican que el asai es
una fuente rica de acidos grasos omega acidos (acidos grasos omega 3, 6 y 9), que
son esenciales para la salud humana. La combinacién de los acidos grasos Omega-3
y Omega-6 juega un papel importante en la regulaciéon del metabolismo y ayudan en
la salud del corazon. Estos acidos grasos en forma de acido oleico permiten reducir el

riesgo de enfermedades cardiovasculares y bajar los niveles de colesterol.
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El cultivo intensivo del asai se ha extendido dentro del territorio brasilefio, durante los
afios 1980 y 1990, recientemente se ha visto la produccion en el norte de Bolivia, en

los Departamentos de Pando, Beniy norte de La Paz.
2.10 Composicion quimica de la pulpay jugo de Asai

Segun Villachica (1996a) menciona que, la pulpa de asai es un alimento
esencialmente energético, con un valor calérico y contenido de lipidos mayor que la
leche cruda bovina y con contenido proteinico equivalente. La pulpa también es rica
en calcio, con valor semejante a la leche bovina, en hierro y fésforo y, pobre en
vitaminas, con excepcion de la vitamina B1. Sin embargo, conviene resaltar que la
calidad de proteinas de la leche bovina es muy superior, conteniendo 3.043 mg. De
aminoécidos esenciales para la dieta humana en cada 100 gr., mientras que el asai

tiene apenas 1. 451gr. de estos aminoacidos por cada 100 gr. de pulpa.

En términos nutritivos, el asai ademas que la pulpa contiene cerca de 8% de acidos
aminados, que ayudan a producir proteinas y regulan el metabolismo. Ricos en
contenido de fibra dietética el polvo mantiene la salud digestiva y nos produce una
sensacion de saciedad por mas tiempo. El aporte de calcio ayuda al desarrollo y la
estructura de los huesos, mientras que la vitamina A protege al ojo y la retina

(www.saborama.com, citado en Leglise, 2017).

Tabla 2. Datos quimicos y nutricionales de pulpa de asai

CONTENIDO

PARAMETRO (100 g de pulpa)
Valor energetico 233 kcal
Proteinas 319
Grasas 129
Carbohidratos 51,159
Calcio 86,99 mg
Fosforo 32,24 mg
Hierro 2,77 mg
Vitamina A 159,05 ug
Vitamina B1 0,03 mg
Vitamina B2 0,02 mg

Linoleico C18: n 6, omega 6 7,96 %
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FUENTE: INLASA, 2017, citado en ficha de oferta Grupo Emprendedor Los Tucanes,

comunidad Trinchera

2.11 Formas de propagacion

Segun HARTMANN, T. H; KESTER, E. D. 1997. La palmera de asai se puede
propagar mediante dos formas: Por medio de semilla o mediante el trasplante de uno
de sus hijuelos. El asai es una planta primitiva que no ramifica desde su estipite
(tronco), sino que de la base de su tronco nacen diferentes hijuelos. Una planta adulta
puede presentar mas de 25 brotes. El asai se puede propagar con éxito mediante el
trasplante de uno de estos hijuelos a un terreno con condiciones éptimas para su

crecimiento.

Segun Wiersum, K.F. 2004. Explica que para el cultivo por medio de semilla se debe
tener cuidado para que la germinacion sea efectiva, la descripcion de dicho cuidado
se encuentra descrito en el “Manejo Forestal de Asai”. Asimismo, se debe tener en
cuenta los requerimientos de esta planta y las condiciones Optimas para su
crecimiento, entre las cuales estan: La especie es tipica de bosque maduro, puede
cultivarse en bosques humedos tropicales o premontafiosos y zonas periédicamente
inundables cercanas a rios. La germinacién de la semilla de asai se produce a los 25-
39 dias. Las semillas no toleran la desecacion y deben mantenerse en condiciones
siempre humedas. Estas condiciones siempre humedas. Estas condiciones hidricas

afectan directamente en el éxito de la germinacion de la misma.
2.12 Seleccidn de plantas semilleras

Segun Goitia (2003) menciona que, las semillas deben ser recolectadas en aquellos
lugares donde existen bosques puros de arboles o rodales semilleros, tomando en
consideracion el control de la calidad en la colecta de la semilla. Los &rboles
productores de semillas deben tener ciertas caracteristicas que garanticen la

preservacion de las especies, de forma éptima.

Segun Tarima (1998) sefala que, los arboles semilleros o padres, de los cuales se

obtendran los frutos y semillas para la reproduccion, tienen una incidencia directa en
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los nuevos individuos. Caracteristicas referentes a la informacidén genética y que se

reflejan en: altura, diametro, rectitud, tendencia a la bifurcacién, torceduras y otros.
2.13 Obtencidn de la semilla

Segun (Galeano & Bernal, 2010) La cosecha de los frutos se realiza en palmas que
tengan tres 0 mas racimos con abundantes frutos grandes y maduros, de acuerdo con
la percepcion de los cosechadores, no se distinguen variedades de frutos y solo se
identifican las palmas que producen frutos mas carnosos y grandes.

Segun Villachica (1996b) indica que, la extraccién de las semillas del fruto de aai
(Euterpe precatoria), tiene pulpa adherida, por lo cual se remoja en abundante agua
por dos a tres dias, periodo en el cual la pulpa fermenta, se suaviza y es mas facil de
remover. Después se lava la semilla con agua totalmente limpia. En esta fase se debe
tener cuidado de utilizar agua sucia y eliminar la pulpa que queda en la depresién que
presentan los tres poros que tiene cada semilla.

2.14 Desinfeccién de la semilla

Segun Villachica (1996b) indica que, una vez que la semilla esta limpia y libre de pulpa,
se remoja por 10 a 15 min., en una solucion que contenga un fungicida, que puede ser
benlate (cuatro por mil) mas vitabax, tecto, dithane o cualquier otro recomendado para
hongos y un insecticida (actelic al tres por mil u otro similar), que controle los gorgojos
de las semillas. Luego, la semilla se extiende limpia a la sombra y se deja escurrir y

Secar.

Segun Goitia (2003) sefiala que, las semillas durante el proceso germinativo son
atacadas por microorganismos patdégenos, generalmente hongos e insectos. Para ello
es conveniente desinfectar la semilla con ciertos productos antes o durante el proceso
de germinacion, entre ellos: Bicloruro de mercurio al (2 por 1000 g) (altamente
peligroso), formol o formalina al 10%, 6xido de zinc (puro), arazan, semezan,

pentacloronitrobenceno y productos gaseosos (bromuro de metilo).
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2.15 Tratamientos pre germinativos en las semillas

Segun Hartmann y Kester (1997) indican que, para establecer tratamientos e inducir
la germinacion de las semillas, que incluye el desarrollo de mecanismos internos de
letargo, es necesario conocer los requerimientos ecologicos y condiciones favorables
para la supervivencia de las plantulas. De esta forma preservar las semillas y regular

la germinacion.
2.16 Calidad y anédlisis de semillas

Segun Hartmann y Kester (1997) indican que, para la propagacion de semillas es
esencial un método para juzgar la viabilidad y puede expresarse como el porcentaje
de germinacion; el vigor de las semillas y de las plantulas son atributos importantes de

calidad.

La calidad de las semillas de la especie (Euterpe precatoria M.) se determinara con el
andlisis del niumero de semillas por kilo (900 a 950 semillas/Kg) y el porcentaje de
germinacion (sobrepasando el 80% después de los 38 dias de ser sembradas las
semillas). Una cantidad muy pequefia de semillas demorara en germinar, requiriendo,

muchas veces, periodos de hasta 50 dias (Villachica, 1996a).

2.17 Crecimiento de los plantines

Segun Rodriguez (1991b) menciona que, el crecimiento vegetativo es un proceso
fisiolégico muy complicado y depende de la mayoria de los otros factores que tienen
lugar en una planta, como: la fotosintesis, respiracion, absorcion de aguay sustancias
nutritivas minerales y organicas. Los procesos fisiolégicos se caracterizan por el

desarrollo de los 6rganos de asimilacion, como las raices, tallos y hojas.

Segun Villachica (1996a) sefiala que, el crecimiento inicial de las plantitas del asai
(Euterpe precatoria) es relativamente lento, no habiendo problemas de aprovechar las
semillas de germinacion tardia para la formacion de plantulas, que, si son bien
cuidadas, estaran en condiciones de ser llevadas al campo en la misma época que

aguellas que germinaron primero.
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2.18 Biotecnologia vegetal

Segln BENITEZ BURRACO A. (2005). La Biotecnologia es el conjunto de técnicas
gue utilizan organismos vivos o partes de ellos para obtener productos modificarlos,
para mejorar plantas o animales, o para desarrollar microorganismos con fines bien
determinados, es decir, para la obtencién de bienes y servicios. La biotecnologia

vegetal es la especifica de las plantas.

2.19 Tipos de desinfecciones in vitro

Para la desinfeccion de los ex plantes, se emplearan los métodos propuestos por
Véasquez (2017), Hidalgo (2014) y Rivera (2003), denominados como método |, Il, y Il

respectivamente.

e El primer método es lavar con agua corriente y detergente comercial por cinco
minutos y enjuagar con agua destilada.
e El segundo método se lo realiza con la camara de flujo laminar.

e El tratamiento con hipoclorito de sodio es el ultimo método.
2.20 Cultivo in vitro.

La expresion cultivo in vitro de plantas, significa cultivar plantas dentro de un frasco de
vidrio en un ambiente artificial. Esta forma de cultivar las plantas tiene dos
caracteristicas fundamentales: la asepsia (ausencia de gérmenes, etc), y el control de
los factores que afectan el crecimiento. El avance alcanzado por las ciencias bioldgicas
ha permitido en los ultimos afios el estudio detallado de las plantas tanto a nivel celular
como molecular, y en condiciones de laboratorio es posible actualmente reproducir
todos los factores que puedan incidir en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Este

principio general se aplica también al cultivo In vitro de plantas.
2.21 Medios nutritivos

Los medios nutritivos para el cultivo de células y tejidos vegetales son, en general,
menos complejos que los de cultivos microbianos y son formulados en forma mas o
menos empirica. Si bien se desarrollan periddicamente nuevas formulas comerciales,

no existe hasta el presente un disefio racional que tenga en cuenta la composicion
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centesimal de la célula vegetal y el conjunto de condiciones que controlan el
crecimiento y la diferenciacién. No obstante, normalmente se puede utilizar un medio
sencillo y complementarlo con diferentes componentes y reguladores de crecimiento
para llegar empiricamente a la férmula que le brinde al tejido las mejores condiciones
para su crecimiento y produccién (Krikorian, 1991).

Se han descripto un gran nimero de medios nutritivos para el cultivo de vegetales in
vitro (Heller, 1953, 1954; Murashige & Skoog, 1962; Gamborg, 1968 y 1970; Schenk
& Hildebrandt, 1972; De Fossard, 1976). Estos medios de cultivo constan de sales

minerales, vitaminas, aminoacidos, azlUcares y reguladores de crecimiento.

2.22 Medio de cultivo Murashige & Skoog

Segun Productos y Equipos Biotecnolégicos (Probiotec P, 2017) “indica qué
Murashige & Skoog, se basa en la formulacion de macronutrientes (N, P, K, S. Cay
Mg) y micronutriente (Fe, B, Mn, Zn, Cu, Mo, y Co), (Vitaminas x 100). Es rico en
carbono (sacarosa) y nitrégeno esencialmente la sacarosa que ayuda grandemente
en los medios in vitro se ha convertido en el medio mas popular y usado en el cultivo

in vitro de tejidos vegetales.
2.23 Sacarosa

La sacarosa o erroneamente sucrosa (por su nombre en inglés sucrose) es un
disacarido formado por glucosa y fructosa. Su nombre quimico es alfa-D-
Glucopiranosil - (1—2) - beta-D-Fructofuranésido,2 y su férmula es C12H22011.Es un
disacéarido que no tiene poder reductor sobre el reactivo de Fehling y el reactivo de

Tollens.

La sacarosa se adiciona al medio de cultivo de las plantas in vitro para permitir un
rapido crecimiento heterotréfico ya que la produccion de energia y carbohidratos por
la fotosintesis in vitro es muy poca debido a que los niveles de iluminacion en las
habitaciones destinadas a su crecimiento generalmente son bajos y no garantizan que
se desarrolle adecuadamente este proceso (Leifert et al., 1995).

La sefalizacion de Sacarosa ha estado involucrada en la asimilacion y transporte de
carbono y nitrégeno. Aunque en la naturaleza el metabolismo del fructano se induce

principalmente durante los periodos de baja temperatura, el efecto del frio no es directo
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sino a través de su papel en el aumento de la concentracion de Sacarosa celular

debido a una menor utilizacion de carbono. (Pontis & Martinez, 2013)

2.24 Carbon activo

El carbdn activado en el cultivo in vitro tiene un efecto positivo sobre el crecimiento de
las plantas, tiene la capacidad de atrapar diferentes tipos de moléculas, sustancias en
exceso, entre estos los inhibidores de crecimiento. La capacidad de adsorcion se debe
a su fina red de poros y su amplia area interna, esto conlleva a favorecer a diferentes
procesos de morfogénesis; ademas, se plantea la posibilidad que el carb6n activado
pueda ir liberando lentamente alguno de los reactivos adsorbidos, favoreciendo su

respuesta en el cultivo de tejidos.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Ubicacion del area de estudio
El trabajo de investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
perteneciente al Area de Ciencias Biologicas y Naturales (ACBN) de la Universidad

Amazédnica de Pando en el Municipio de Cobija. Departamento Pando.

Geograficamente se encuentra ubicada a 11° 01" 59,207 latitud sur y 62° 45" 31,13

de longitud oeste, cuenta con una temperatura promedia de unos 23°C a 36°C.

Figura N 2 Croquis de ubicacién del laboratorio de Biotecnologia Vegetal.

Fuente: elaboracion propia.

3.1.1 Clima

En Cobija, la temporada de lluvia es opresiva y nublada, la temporada seca es
bochornosa y parcialmente nublada y es muy caliente durante todo el afio. Durante el
transcurso del afio, la temperatura generalmente varia de 18 °C a 33 °C y rara vez

baja a menos de 15 °C o sube a més de 37 °C.
3.2 MATERIALES

3.2.1 Material Vegetal

Se utilizaron semillas de Asai, obtenidas de racimos con frutos en completo estado de
maduracion, presentando un color lila negro, las cuales fueron seleccionadas y

desinfectadas previamente antes de ser utilizadas para introducir al medio de cultivo.
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Figura N 3 Material Vegetal, semillas de asai (Euterpe precatoria M). Fuente:
elaboracion propia

a) Planta de asai  b) Semillas de asai c) Caracteristicas de la semilla

3.2.2 Materiales de trabajo

Los materiales, equipos, reactivos, e insumos que se utilizaron para la investigacion
estaban a disposicion del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Area de Ciencias
Biolégicas y Naturales de la Universidad Amazénica de Pando, equipos de laboratorio,
materiales de escritorio y algunos implementos que fueron cubiertos por parte del

tesista.

Tabla 3. Materiales de trabajo

Equipos de Material de vidrio plasticoy = Material quimico Material de

laboratorio metal gabinete

e Agitador e Frascos de vidrio ¢ Macronutrie e Hojas de
magnético. para almacenar ntes registro de

e Temporiza soluciones (250, 500 e Micronutrien datos.
dor ml). tes e Camara
(Control de e Matraces erlenmeyer e Vitaminas fotografica.
horas luz - (250, 125 ml). e Reguladore e Cuaderno.
oscuridad). e Pipetas graduadas sde e Marcadore
Autoclave. (5,10y 1 ml). crecimiento S.

e Balanza e Mechero de Alcohol. e Sacarosa. e Lapices.
analitica. e Bandejas de metal. e Carbon ¢ Boligrafos.

e Vitrinas e Papel vinilo. activo ¢ Regleta.
con e Alicate metalico. e Acido e Hojas de
reguladore e Bisturi. clorhidrico registro de
s de luz e Pinzas. (HCLO,1y1 datos

e Camarade e Cajas petri. N) tamafio
flujo e Probetas (10, 50, e Hidroxido de carta.
laminar de 100, 500 ml.). sodio (Na e Computad
are. ¢ Tubos de cultivo. ora portatil.
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e Horno e Vasos de OHO,1y1l e Impresora
microonda precipitacién (25, 50, N)
S. 100 y 1000 ml). e Carbohidrat
e pH metro. e Vasos desechables. 0s
Refrigerad e Alcohol
or etilico al
96% y 70%.
e Hipoclorito
de sodio.

4. METODOLOGIA

4.1 Preparacion de area de estudio

Se realiz0 la preparacion del laboratorio para obtener la investigacion correctamente,
la esterilizacion de los materiales y herramientas a utilizar para no contaminar el medio
de cultivo, la desinfeccion de herramientas se hizo mediante el auto clavado a una
temperatura de 120 °C, luego se realizd la medicién de los reactivos quimicos y la

preparacién del medio de cultivo que ayudaron a la germinacion de embriones de asai.

(Euterpe precatoria M).

Figura N 4 Preparacion de area de estudio. Fuente: Elaboracion propia

a) Autoclave b) Metrial esterilizado c¢) Tubos de ensayo
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Se utilizaron jeringas, vasos precipitados y una balanza electrénica para medir las
cantidades de soluciones a usar en la investigacion, una vez realizada la mescla se
procedio a calibrar el PH de quimicos se procedid a la colocacién de las semillas de

Asai en tubos de ensayo con varias repeticiones para el nacimiento de embriones.
4.2 Preparacion de medio de cultivo parala germinacion de embriones in vitro.

El medio de cultivo se prepard en 8 vasos precipitados de solucion de medio de cultivo
para cada tratamiento, cada vaso precipitado preparado contiene 120 ml de medio de
cultivo sumando en toral 1800 ml, el medio de cultivo que se uso fue (Murashige &
Skoog, 1962) constituidos de sales minerales y vitaminas, con suplemento de carbon
activo 1 gr/Lt, carbon 2 gr/L- L, sacarosa de 0 gr/L°'%, 15 gr/L°, 30 gr/L 'ty 45 gr/L'L, los
tratamientos usados son: T1 (0 gr/L'* de sacarosa con 1 gr/L't de carbdn activo), T2
(15 gr/L'*t de sacarosa con 1 gr/L"* de carbon activo), T3 (30 gr/L't de sacarosa con 1
gr/L't de carbon activo), T4 (45 gr/L'* de sacarosa con 1 gr/L't de carbodn activo), T5 (0
gr/L'* de sacarosa con 2 gr/L"t de carbdn activo), T6 (15 gr/L'* de sacarosa con 2 gr/L-
1 de carbdn activo), T7 (30 gr/L't de sacarosa con 2 gr/L't de carbon activo), T8 (45
gr/L't de sacarosa con 2 gr/L't de carbon activo) y como gelificante con 8 gr/L' de agar
por tratamiento, L. Cysteine 2 ml/L"1, el pH fue ajustado con hidroxido de sodio NAOH
1N para subir el pH y cloruro de hidrogeno CLN 1N para bajar el pH, de esa manera
se ajusto el valor del pH entre 5,69 a 5,79, los frascos utilizados consistieron tubos de
ensayo de 50 ml, con 15 ml de medio de cultivo, los cuales fueron esterilizados en el
autoclave a 120 °Cy 1,3 atm de presién por 20 minutos. Asi mismo en cada frasco fueron
colocados los tratamientos, inmediatamente transferidos a la sala de crecimiento donde el
fotoperiodo es de 16 horas, temperatura de 25°C y humedad relativa de 90%.
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Figura N5 Preparacion de medio de cultivo y ajuste de pH.
a) pesaje de macro y micronutrientes  b) dosificaion del medio de cultivo

¢) mesclado con agitador magnetico  d) ajuste de Ph

Cantidad de macro y micronutrientes que seran usados en la preparacion del

stock general o soluciones madres.

Tabla 4. Protocolo de Macro y micronutrientes

1L
MACRONUTRIENTES Mg/l
NH4 NO3 0,165
KNO3 0,19
CaCl2.2H20 0,44
CaCl2.6H20 0,655
MgS04.7H20 0,37
KH2PO4 0,17

1L
MICRONUTRIENTES Mg/L
MnsO4.4H20 15,6
MnsO4.H20 8,45
ZnS04.7H20 8,6
H3BO3 6,2
Kl 0,83
NaMoO4.2H20 0,25
CuS04.5H20 0,025
CoCl2.6H20 0,025
FeS04.7H20 27,8

Na2EDTA.2H20 37,3
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Los macronutrientes y micronutrientes se usaron a concentraciones segun Murashige
y Skoog, esto como medio de cultivo base para los tratamientos establecidos. La
marca de los reactivos que se usaron es, BAKER, SIGMA y BIOPACK Todos los
reactivos que se utilizaron se pesaron por separado y se disolvieron por separado. El
medio de cultivo fue preparado y mezclado dentro del laboratorio y posteriormente se

hizo la distribucion con una jeringa de 10 ml al tubo de ensayo.

4.2 Desinfecciones la semilla

Después de la recolecciéon de semillas se sometié a una desinfeccidon en alcohol a 70%
(v/v) por 30 segundos e hipoclorito de sodio (NaCIlO) a 3.5% (v/v) por 20 minutos, en
esa misma solucién se afiadié dos gotas de Tween 80, luego se hizo el enjuague del
material vegetal en agua destilada repitiendo el proceso 4 veces para que quede libre
de los quimicos desinfectantes mencionados anteriormente. Inmediatamente el
material vegetal asai (Euterpe precatoria M) es transferido a la camara de flujo laminar

en condiciones asépticas.

Figura N 6 Desinfeccion de semilla de asai (Euterpe precatoria M).

a) Matertial de desinfeccion b) Desinfeccion de la semilla
4.3 Extraccion e introduccion de embriones

Una vez desinfectadas las semillas se procedio a la extraccion de embriones los cuales
se encuentran ubicados en la parte superior de la semilla, para la extraccion del
embrion se utilizd6 unos alicates de punta, alicate de corte y pinzas previamente

esterilizadas.
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La extraccion del embrion se realizé en la camara de flujo laminar para no contaminar
con agentes patogenos (hongos y bacterias) con las herramientas anteriormente
mencionadas, una vez avistada el embrion el cual posee un color rosa blanquecino de
aproximadamente 3 milimetros de longitud con 1,5 milimetros de diametro, la
extraccion del embrién se realiz6 cuidadosamente con la pinza e inmediatamente se

introdujo al medio de cultivo, luego se hizo el sellado con para film cubriendo

totalmente el tubo de ensayo donde se encuentra el medio de cultivo.

Figura N 7 Extraccion e introduccion de embriones. Fuente: elaboracion
propia

a) Extraccién de embrion b) Embrién c) Introduccion del embrion al medio de cultivo
4.4 disefio experimental y tratamientos

El disefio empleado para esta tesis es completamente al azar con 8 tratamientos y con
15 repeticiones por tratamiento. Por qué no existe patron de varianza, el ambiente es
controlado en laboratorio con un arreglo di factorial distribuidos completamente al azar

con un arreglo combinatorio. Las variables a evaluar seran los siguientes:
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Tabla 5. Disefio experimental

FACTOR (A) FACTOR (B) TRATAMIENTO
Carbon Activo Sacarosa
0 gr/L 1gr/L;0gr/L=T1
15 gr/L logr/L;159r/L=T2
1gr/L 1gr/L;309gr/L=T3

1qgr/L;45Q9r/lL=T4

2 gr/L 29r/L;0gr/L=T5
30 gr/L 29r/L;159gr/L=T6
29r/L;30gr/L=T7
45 gr/L 29r/L;459gr/L=T8

4.5 Disefo estadistico

Los datos de cada una de las variables de respuesta seran sometidos a los
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas y se analizaran segun el
siguiente modelo estadistico:

Y = u + ai +Bj+ Eig)

Donde:
I =1,2 carbon activo
J =1, 2,3,4,5,6,7,8,9 concentracion sacarosa
Yij = Variable de respuesta observada en una unidad experimental en
el i-ésimo carbdn activo de la j-ésima concentracion de sacarosa.
U = Media general del ensayo o experimento
of = Efecto aleatorio del i-ésimo bloque = NIID (0, 0%)
Bj = Efecto fijo del j-ésimo concentracion de sacarosa

Eij) = Efecto aleatorio de los residuales = NIID (0, 02%)
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El nUmero de repeticiones 15 por lo tanto el nUmero de unidades experimentales sera
de 15 x 8 =120. Se evaluaron las siguientes variables: contaminacion, oxidacion, tasa
de germinacion in vitro, altura de plantines, longitud de raiz, volumen de raiz, nUmero

de raiz, diametro de tallo y nUmero de hojas.

Para evaluar los datos obtenidos y probar la hipétesis planteada en el trabajo de
investigacion, se realizara el Andlisis de Varianza y la prueba de tukey, regresion,
correlacion, para este analisis se utilizo el programa SISVAR. De esta manera dar a
conocer los resultados de los objetivos planteados para la especie nativa de asai

(Euterpe precatoria M.).

4.6 variables de respuesta

4.6.1 Analisis del porcentaje de germinacién

Se registrd el conteo de las semillas germinadas de cada tratamiento, hasta los 60
dias desde la introduccion al medio de cultivo in vitro realizada, identificando el
momento en el que la semilla germine en el medio de cultivo, en el grafico se observa
gue los tratamientos 1 y 5 no germinaron por la nula existencia de sacarosa en el

mismo.

PORCENTAJE DE GERMINACION

100,00
90,00

93,33
80,00 86,67 7
70,00
78033

60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00~ ¢,00 0,00
0,00

T1 p) 3 T4 TS T6 7 T8

TRATAMINETOS

% DE GERMINACION

Figura N 8 Porcentaje de germinacién. Fuente: elaboraciéon propia
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4.6.2 Hinchazon de embriones

Una vez terminada la introduccion de embriones al medio cultivo fueron
inmediatamente transferidos a la sala de crecimiento donde el fotoperiodo es de 16 horas,

temperatura de 25°C y humedad relativa de 90%.

Al momento de evaluar la hinchazon del embridén de asai se observo que a los 6 dias
estas comenzaron a aumentar su volumen, mas concretamente en los tratamientos:
T2 (15 gr/L'* de sacarosa con 1 gr/L't de carbdén activo) y T6 (15 gr/L' t de sacarosa

con 2 gr/L* de carbén activo) promovié una mayor hinchazon de los embriones.

Los tratamientos: T1 (0 gr/L'* de sacarosa con 1 gr/L'* de carbon activo) y T5 (0 gr/Lt
de sacarosa con 2 gr/L'* de carbdn activo) se observé que no aumentaron su volumen

a causa de la falta de sacarosa.

4.6.3 Emision de plumula

La formacion de plumula es uno de los primeros eventos morfo fisioldgicos que se
observan en la germinacion in vitro.

Después de 10 dias de la introduccion de los embriones de asai (Euterpe precatoria

M) al medio de cultivo se pudo evidenciar la emision de la plumula o la parte aérea
(PA).

El embridn presento una curvatura debido a la elongacion celular, en el desarrollo de
la plumula se observa una coloracion que varia de blanco a morado, caracteristico de

esta especie debido a la presencia de antocianinas.

Figura N 9 Hinchazon, y emisién de plumula. Fuente: elaboracion propia
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a) Elongacion e hinchazén de embrion b) Emision de la plumula

4.6.4 Emision de raiz
Al mismo tiempo que se desarrolla la plumula, se pudo observar que el embrién

presento una emision radicular, originando el crecimiento de la raiz.

Figura N 10 Emision de raiz. Fuente: elaboracion propia
4.6.5 Longitud de raiz

Al cabo de los 60 dias se realiz6 la medicion de la raiz, dando como resultado que

varios tratamientos tuvieron un buen desarrollo de raiz.

Se pudo evidenciar que en algunas repeticiones algunas de sus raices crecieron en
forma vertical en sentido contrario del medio de cultivo, se origina por el espacio
reducido de los tubos de ensayo.

Figura N 11 Longitud de raiz. Fuente: elaboracion propia
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4.6.6 Volumen de raiz

El volumen de raiz se determind con base en el principio de Arquimedes, usando una
probeta graduada con agua, se sumergio las raices en el agua sin tocar las paredes
de la probeta, se registro en mililitros (ml) la cantidad de agua desplazada en la probeta
graduada, con el dato del diametro de la probeta y la altura de agua desplazada por la
raiz se obtuvo el volumen de raiz.

Figura N 12 Longitud de raiz. Fuente: elaboracion propia

a) Introduccién de la raiz ala probeta graduada b)Medicion de volumen de raiz

4.6.7 Numero de raiz

El nimero de pelos radicales o raices, se obtuvo de forma individual de las 15
repeticiones de cada tratamiento sumando un total de 120 repeticiones.

La medicién del nimero de raices se realizo de forma manual, extrayendo los plantines
de su medio de cultivo con la ayuda de una pinza previamente desinfectada, a
continuacion, se puso el plantin sobre una hoja de papel blanca el cual nos facilita a

determinar la cantidad de raices que contiene cada plantin.
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Figura N 13 Numero de raices. Fuente: elaboracién propia

4.6.8 Altura de plantines

Para determinar la altura se aproveché que los plantines estaban fuera del medio de

cultivo luego de medir el nimero de raices.

El procedimiento de medicion se realizé con la ayuda de unas regletas con medida
milimétricas, la medicién se hizo desde el cuello que es la parte que separa la raiz del
tallo, hasta la copa de la planta.

Figura N 14 Medida de altura de planta. Fuente: elaboracion propia

4.6.9 Didmetro de tallo

El didmetro de tallo se obtuvo extrayendo los plantines de su medio de cultivo, se debe
recalcar que todo el procedimiento se lo realizO bajo asepsia, desinfectando los
instrumentos de trabajo para prevenir la contaminacion con hongos y bacterias, la

medicion se realiz6 con la ayuda de un instrumento de medicion milimétrico conocido
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como Calibrador Digital de Cufia, el calibrador se ubic6 en el centro del tallo del plantin

para tener una buena referencia del desarrollo y grosor del tallo.

Los datos de medicion fueron en milimetros (ml) para una mayor precision y un buen
resultado del estudio de la investigacion.

Figura N 15 Medida de diametro de tallo. Fuente: elaboracién propia

4.6.10 Nimero de hojas

El nUmero de hojas nos indica el buen desarrollo de la planta, para esto se hizo el
conteo manual de cada una de la plantula, se hace el conteo de las primeras hojas
verdaderas que observaron a los 60 dias después de la introduccion al medio de

cultivo.

Figura N 16 Conteo de namero de hojas. Fuente: elaboraciéon propia
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4.6.11 Oxidacion

Segun (Poma, 2014) la oxidacion es causada por la liberacion de fenoles al medio de
cultivo, que reaccionan con el oxigeno del frasco, produciendo una coloracion rojiza,
amarillenta o cafe.

Indica, que los compuestos fendlicos actian como inhibidores del crecimiento emitidos
por el propio cultivo in vitro, capaces de causar el envejecimiento y muerte del mismo.
Se han documentado incluso diferencias en los grados de oxidacion entre los

cultivares de una misma especie.

La oxidacion se evalu6 segun la escala de niveles de oxidacion disefiada por Quintero
y Jarma (2002) en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales, en la cual se
designaron 6 valores de acuerdo con la intensidad de oxidacion (oscurecimiento) del
medio de cultivo. Esta escala tiene valores de 0 (medios no oxidados) a 6 (medio
completamente oxidado), incluidos valores de 1, 2, 3, 4y 5, los cuales hacen también
referencia a niveles intermedios de oxidacion. Los niveles se representan en una
escala con intensidades en tono gris, igualmente espaciados desde el 15% hasta el
90%. Se considera la semejanza que estas tonalidades tienen con la coloracion real

presentada en el medio de cultivo.

Figura N 17 Grado de oxidacién de embriones. Fuente: elaboracion propia
a) Embrion con nivel de oxidacion entre 1-2
b) Embrion con nivel de oxidacion entre 2-3
c) Embrion con nivel de oxidacion entre 4-5

d) Embrion con nivel de oxidacion entre 6
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Figura N 18 Escala para medir niveles de oxidacion en medios de cultivo.
Laboratorio de cultivo de tejidos vegetales. Universidad de Cérdova
(Quintero y Jarma, 200)

4.7 Contaminacion

Segun (Suarez E. P., 2020) las plantas en su condicién de crecimiento natural tienen
asociadas un fauna y flora microbiana con la cual interactian sin verse afectado su
desarrollo; por el contrario. Algunos microbios, dentro de los que se encuentran ciertas
bacterias, actian como agentes endofitos benéficos asociados al sistema vascular de
la planta. Sin embargo, en condiciones de cultivo in vitro, estos microbios se convierten

en contaminantes o agentes facilitadores de contaminacién para los explantes.

La contaminacién en cultivos in vitro ocurre cuando no se realiza una buena y
adecuada desinfeccion, ya sea de los materiales de trabajo como del material vegetal,
gue en este caso son las semillas de asai.

En caso de que ocurra la contaminacion en el cultivo in vitro provoca que este sea
inseguro y no apto para su estudio.

Los contaminantes mas frecuentes en condiciones in vitro son los hongos y bacterias

denominados vitropatdégenos.

Figura N 19 Contaminacion in vitro. Fuente: elaboracién propia

a) Contaminacion por hongos b) Contaminacion por bacterias
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4.7.1 Hongos

Para el control de hongos se hizo la verificacion visual a todas las repeticiones de cada
uno de los tratamientos, sus contaminaciones se caracterizan por el crecimiento micelial
gue rgpidamente cubre el medio de cultivo resultando en la muerte rapida de los tejidos,
los hongos mas frecuente en cultivos in vitro son: Aspergillus, Candida, Cladosporium,
Penicillium, la forma mas sencilla de reconocer estos hongos es que tienen la
caracteristica de crecer en forma de pelos filamentosos, que se reproducen mediante

esporas, estos pelillos resaltan a simple vista.

4.7.2 Bacterias

A diferencia de los hongos la principal caracteristica de las bacterias es la forma de
crecimiento, puede identificarse por la presencia de manchas de aspecto acuoso y
coloracién variada en el medio de cultivo, tiene una peculiar textura mucosa parecida
al gel, los sintomas mas comunes de la contaminacién bacterial en los tejidos

vegetales son la muerte completa del material vegetal.

Figura N 20 Contaminacion por bacterias. Fuente: elaboracion propia
Segun (Agrios, 2005) las bacterias mas comunes entre los microbios contaminantes
de tejidos vegetales en condiciones in vitro con mayor incidencia son: Acinbacter,
Agrobacterium, Bacillus, Corynebacterium, Erwinia, Enterobacter, Lactobacillus,

Pseudomonas, Staphyllococcus y Xantomona.
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5 RESULTADOS
5.1 ANALISIS ESTADISTICO

5.1.1 Oxidacién

Para el control de niveles de oxidacién en germinacion de embriones de asai (Euterpe
precatoria) en cultivo in vitro, se pudo observar en la grafica de barras, aplicando 15
gr/L'%, 30 gr/L 1y 45 gr/L ! de sacarosa, independientemente de la cantidad de carbén
activo, varios niveles de oxidacion, el 73% de las 120 repeticiones no presentan
oxidacion y estan en el rango de (0 a 1), lo que significa que los embriones no
presentan oxidacion, el 14%, 6% y 7% en la germinacion de embriones presentan
oxidacion, y se encuentran en el rango de oxidados (2, 3y 4) lo cual no afecto en su
desarrollo, por ultimo no se evidencio embriones con niveles de oxidacion (5,6) que se

consideran completamente oxidados.

porcentaje de oxidacion . AN\

100 niveles de oxidacion
90 88

80 -
70
60
50
40
30
20 -

0y 1 =nooxidados

2, 3y 4 = oxidados

poprcentaje

5y 6 =completamente oxidados

17

T T
1 2 3 4
nivel de oxidacion

Figura N 21 Porcentaje de oxidacion de embriones de asai (Euterpe precatoria)

con niveles de sacarosa. Fuente: Elaboracion propia.

5.1.2 contaminacion

5.1.2.1 Hongos

Para el control de contaminacion por hongos en la germinacion de embriones en el
medio de cultivo in vitro de asai (Euterpe precatoria), se observa en la grafica circular,

aplicando 15 gr/L'%, 30 gr/L * y 45 gr/L' * de sacarosa, independientemente de la
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cantidad de carbon activo, se evidencio que solo el 1% de las 120 repeticiones resulto
contaminado por hongos y el 99% no presenta contaminacién por hongos lo que refleja
una buena desinfeccion de equipos de laboratorio, materiales de trabajo, material
vegetal y el cuidado en la introduccion de embriones al medio de cultivo y el sellado

del tubo de ensayo de manera correcta.

PORCENTAIJE DE CONTAMINACION POR
HONGOS

1%

@1 no contaminado

E2 contaminado

99%

Figura N 22 Variable de Respuesta. Porcentaje de contaminacién por hongos
de embriones de asai con niveles de sacarosa. Fuente: Elaboracion
propia.

5.1.2.2 Bacterias

Para el control de contaminacion por bacterias en la germinacién de embriones en el
medio de cultivo in vitro de asai (Euterpe precatoria), se observa en la grafica circular,
aplicando 15 gr/L'%, 30 gr/L * y 45 gr/L * de sacarosa, independientemente de la
cantidad de carbon activo, se evidencio que solo el 13% de las 120 repeticiones tuvo
contaminacion por bacterias, se puede evidenciar que el porcentaje de contaminaciéon
por bacterias es mas alto que la contaminacién por hongos, esto se debe a que las
bacterias tienen mas resistencias a los tipos de desinfeccion de equipos de laboratorio,
materiales de trabajo, material vegetal, el 87% no presenta contaminacién por
bacterias gracias al cuidado en la introduccién de embriones al medio de cultivo.
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PORCENTAJE DE CONTAMINACION POR
BACTERIAS

®1 no contaminado

u2 contaminado

Figura N 23 Variable de Respuesta. Porcentaje de contaminacion por bacterias
de embriones de asai con niveles de sacarosa.Fuente: Elaboracion
propia.

5.1.3 Andlisis de varianza

Para el analisis de variancia en la propagacion in vitro de asai (Euterpe precatoria) se
observo que entre los factores de sistemas de sacarosa (0 gr/L'%, 15 gr/L't, 30 gr/lty
45 gr/L 1) y de carbon activo (1 gr/Lty 2 gr/L 1) existe interaccién en la variable de
germinacion (p<0,01), el coeficiente de variacion es menor al 30 %, esto significa que el

disefio experimental es el adecuado.

Tabla 6. Analisis de varianza para la germinacion total de plantines de asai
(Euterpe precatoria) in vitro en interaccion de carb6n y sacarosa.

CUADRADO
FUENTE DE ___ MEDIO (CM)
VARIACION Germinacion
Sacarosa 3,54**
Carbén activo 0,67 *
Scr *C. activo 1,23 **
C.V(%) 24,93

Notas: " no significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01)
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Para la variable de germinacion total de los plantines de asai (Euterpe precatoria) in
vitro, se muestra que en los tratamientos: T1 (0 gr/L' ! de sacarosa con 1 gr/L' ! de
carbdn activo) y T5 (0 gr/L't de sacarosa con 2 gr/L't de carbdn activo) la germinacion
fue nula por la falta total de sacarosa, los tratamientos: T2 (15 gr/L'* de sacarosa con
1 gr/L'* de carbdn activo), T4 (45 gr/L'* de sacarosa con 1 gr/L't de carbon activo), T6
(15 gr/Lt de sacarosa con 2 gr/L"* de carbon activo), T7 (30 gr/L'* de sacarosa con 2
gr/L't de carbén activo) y T8 (45 gr/L' * de sacarosa con 2 gr/LCt de carbdn activo)
tuvieron una taza de germinacion moderada y el tratamiento T3 (30 gr/L'* de sacarosa
con 1 gr/L'* de carbdn activo) tuvo una taza de germinacién muy alta y por los cual se

lo considera como el tratamiento mas exitoso de la investigacion.

PORCENTAJE DE GERMINACION

100,00
90,00
93,33

80,00 86,67 86,67 86,67
70,00 80,00

60,00
50,00
40,00
30,00
20,00

10,00 9,00 0,00
0,00

73,33

% DE GERMINACION

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
TRATAMINETOS

Figura N 24 Variable de Respuesta. Porcentaje de germinacién de embriones

de asai con niveles de sacarosa. Fuente: Elaboracion propia.

5.1.4 Analisis de varianza. Experimento 1- Fase de Germinacion In Vitro.

Para el andlisis de varianza de germinacion in vitro de asai (Euterpe precatoria) se
observo que entre los factores de sistemas de sacarosa (0 gr/L°%, 15 gr/L’%, 30 gr/Lty
45 gr/L 1) y de carbon activo (1 gr/L'ty 2 gr/L 1) existe interaccion en la variable de
emision de plumula (p<0,01), para las variables de hinchazén y emision de raiz
primaria no existe interaccion entre los factores de carbon activo y sacarosa, se puede
evidenciar que existe diferencia significativa en las independientes de hinchazon vy

emisién de raiz primaria.
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El coeficiente de variacion para las tres variables es menor al 30 %, esto significa que

el disefio experimental es el adecuado para la investigacion.

Tabla 7. Analisis de varianza para germinacion de embriones de asai
(Euterpe precatoria) in vitro en interaccion de carbén y sacarosa.

CUADRADO MEDIO (CM)

FUENTE DE =on d - Ty
VARIACION Hinchazén Emlspn _e raiz Em|§|on e
primaria plumula
Sacarosa 5,98** 5,29** 3,54**
C. activo 0,008 ns 0,07 ns 0,67 *
*

Sacarosa*C. 0.19 ns 0,097 ns 1,23 %
activo
C.V(%) 16,77 20,03 24,93

Notas: " no significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01)

Para la variable independiente hinchazén de embriones in vitro de asai (Euterpe
precatoria), se pudo observar en la regresion de segundo grado, aplicando 15 gr/Lty
30 gr/L' * de sacarosa que estadisticamente son iguales, independientemente de la
cantidad de carbon activo, se evidencio mayor hinchazébn de embriones
estadisticamente, asi mismo se pudo observar que los tratamientos: 0 gr/L'ty 45 gr/LC
1 de sacarosa, independientemente de la cantidad de carbdén activo, fueron

estadisticamente inferiores promoviendo una menor hinchazén de embriones.

HINCHAZON DE EMBRIONES

25

y =-0,0012x2 +0,0698x + 1,047
R? =0,9255

N

=
n
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-
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o
[0}

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
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Figura N 25 Variable de Respuesta. Hinchazén de embriones de asai in vitro
con niveles de sacarosa. Fuente: Elaboracion propia.
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Para la variable independiente de emisidén de raiz primaria in vitro de asai (Euterpe
precatoria), se pudo observar en la regresidon de segundo grado, aplicando, los
tratamientos con 15 gr/L %, 45 gr/L' 1y 30 gr/L’ t de sacarosa son estadisticamente
iguales, independientemente de la cantidad de carbon activo, se evidencia mayor
emision de raiz primaria de embriones estadisticamente, asi mismo se pudo observar
gue el tratamiento que contiene 0 gr/L * de sacarosa, independientemente de la
cantidad de carbon activo, fue el estadisticamente inferior a los otros tratamientos en

emision de raiz primaria.

EMISION DE RAIZ PRIMARIA
2,5
y = -0,0009x2 + 0,0592x +1,0216
2 RZ = 0,0825

1,5

EMISION DE RAIZ

05

0 5] 10 15 20 i) 30 &% 40 45 50
SACAROSA

Figura N 26 Variable de Respuesta. Porcentaje de germinacion de embriones
de asai con niveles de sacarosa. Fuente: Elaboracion propia.

Para la variable independiente de emisién de plimula de embrién in vitro de asai

(Euterpe precatoria), se pudo observar en la gréfica, que el tratamiento tres (T3) con

nivel de 30 gr/L't de sacarosa 1 gr/L'* de carbdn activo, se evidencio mayor emision

de plumula estadisticamente, asi mismo se pudo observar que los tratamientos 0 gr/L

1,15 gr/L t y 45 gr/L * de sacarosa, independientemente de la cantidad de carbon

activo, fueron estadisticamente inferiores promoviendo una emision de plumula.
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Figura N 27 Variable de Respuesta. Porcentaje de germinacion de embriones
de asai con niveles de sacarosa. Fuente: Elaboracion propia.

5.1.5 Analisis de varianza. Experimento 1- Fase de enraizamiento

Para el analisis de varianza para la fase de enraizamiento in vitro de asai (Euterpe
precatoria) se observl que entre los factores de sistemas de sacarosa (0 gr/L %, 15
gr/L't, 30 gr/Lty 45 gr/L'Y) y de carbon activo (1 gr/Lty 2 gr/L- 1) existe interaccion en
las variables de emisién de volumen de raiz y numero de raices (p<0,01), para las
variables longitud de raiz existe diferencia significativa en las independientes sacarosay

carboén activo.

El coeficiente de variacién para la longitud de raiz supera el 30 %, lo que nos indica
gue el disefio experimental no es el adecuado para la investigacion, mientras que las
variables de volumen de raiz y numero de raices muestran que su coeficiente de
varianza estan debajo el 30%, esto significa que el disefio experimental es el adecuado

para la investigacion.
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Tabla 8. Analisis de varianza para el desarrollo de raiz de asai (Euterpe
precatoria) in vitro en interaccion de carbon y sacarosa.

CUADRADO MEDIO (CM)

FUENTE DE N .

VARIACION Longitud de raiz Volumen de raiz uTgirZO €
Sacarosa 137,27 ** 4,77 ** 4 23 **
C. activo 0,95 ns 2,72 ** 0,34 **

*

Sacarosa*C. 3,26 ns 1,08 ** 0,056 **
activo
C.V(%) 23,35 29,74 23,92

Notas: " no significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01)

Para la variable independiente longitud de raiz de embriones in vitro de asai (Euterpe
precatoria), se pudo verificar en la regresion de segundo grado, aplicando 30 gr/L' 1y
45 gr/L t de sacarosa que estadisticamente son iguales, independientemente de la
cantidad de carbon activo, se evidencio mayor longitud de raiz en los embriones
estadisticamente, los cuales se encuentran en el rango entre (3 a 3,5 cm) de longitud
de raiz, asi mismo se pudo observar que los tratamientos con 0 gr/L'ty 15 gr/L't de
sacarosa, independientemente de la cantidad de carbdén activo, fueron

estadisticamente inferiores promoviendo un menor desarrollo y longitud de raiz.

LONGITUD DE RAIZ (cm)

-~

y = -0,0027x2 + 0,1928x + 0,0125

LONGITUD EN (cm)
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o

Figura N 28 Variable de Respuesta. Porcentaje de germinacion de embriones

de asai con niveles de sacarosa. Fuente: Elaboracion propia.



44

Para la variable independiente volumen de raiz de embriones in vitro de asai (Euterpe
precatoria), se pudo verificar en la grafica, que aplicando 30 gr/L'* de sacarosa y 1
gr/L t de carbdn activo se evidencio mayor volumen de raiz en los embriones
estadisticamente, los tratamientos con 15y 45 gr/L't de sacarosa, independientemente
de la cantidad de carbén activo muestran resultados buenos y por ultimo se pudo
observar que el tratamiento con 0 gr/L ! de sacarosa, independientemente de la

cantidad de carbén activo, no muestra resultadas en el volumen de raiz.

VOLUMEN DE RAIZ (ml)

2,5

15 bc

volumen de raiz (ml)

0,5

0 15 30 415
B 1gr/L'decarbon SACAROSA

2 gr/L "de carbon"

Figura N 29 Variable de Respuesta. Porcentaje de germinacion de embriones
de asai con niveles de sacarosa. Fuente: Elaboracion propia.

Para la variable independiente nimero de raices de embriones in vitro de asai (Euterpe
precatoria), se pudo verificar en la regresion de segundo grado, aplicando 15 gr/L't de
sacarosay 2 gr/L't de carbon activo, se evidencio una mayor cantidad de raices en las
plantulas estadisticamente, aplicando 30 gr/L * y 45 gr/L ' de sacarosa,
independientemente de la cantidad de carbén activo que estadisticamente son iguales,
con buen desarrollo en la cantidad de raices, asi mismo se pudo observar que el
tratamiento con 0 gr/L' * de sacarosa, independientemente de la cantidad de carbdn

activo fue un resultado estadisticamente inferior.



45
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m1gr/L 'decarbon

2 gr/L "de carbon

Figura N 30 Variable de Respuesta. Porcentaje de germinacion de embriones
de asai con niveles de sacarosa. Fuente: Elaboracion propia.

5.1.6 Analisis de varianza. Experimento 3- Fase de desarrollo

Para el analisis de varianza de la fase de desarrollo in vitro de asai (Euterpe precatoria)
se observoé que entre los factores de sistemas de sacarosa (0 gr/L'%, 15 gr/L'%, 30 gr/L
1y 45 gr/L'Y) y de carbon activo (1 gr/L'ty 2 gr/L'1) no existe interaccion en las variables
de altura de la planta, diametro de tallo y numero de hojas, existe diferencia significativa

en las independientes.

El coeficiente de variacion para las variables de altura de planta, diametro de tallo y
numero de hojas estan tienen el coeficiente de varianza estan en el rango del 30%,

esto significa que el disefio experimental es el adecuado para la investigacion.

Tabla 9. Andlisis de varianza para el desarrollo de plantines de asai
(Euterpe precatoria) in vitro en interaccién de carbon y sacarosa.

CUADRADO MEDIO (CM)

FUENTE |;)E N .

VARIACION Altura de planta Diametro de tallo U?O?LOS €
Sacarosa 8,41 ** 3,42 ** 1,13 **
C. activo 0,28 ns 0,02 ns 0,02 ns

*

Sacarosa*C. 0.44 ns 0,15 ns 0,01 ns
activo
C.V(%) 25,17 19,74 13,97

Notas: " no significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01)
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Para la variable independiente alturas de plantines in vitro de asai (Euterpe
precatoria), se pudo observar en la regresion de segundo grado, aplicando 15 gr/Lty
30 gr/L t de sacarosa, que son estadisticamente iguales independientemente de la
cantidad de carbon activo, se evidencio una mayor longitud de altura de planta
superando los (2cm) estadisticamente, aplicando 45 gr/lL * de sacarosa,
independientemente de la cantidad de carbén activo, dio como resultado una
moderado crecimiento de plantines y los tratamiento con O gr/L’ * de sacarosa,
independientemente de la cantidad de carb6n activo fueron estadisticamente inferiores

de toda la investigacion.
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Figura N 31 Variable de Respuesta. Altura de plantines de asai con niveles de
sacarosa. Fuente: Elaboracién propia.

Para la variable independiente de diametro de tallo de germinacién in vitro de asai
(Euterpe precatoria), segun el grafico se observa en la regresion de segundo grado,
que aplicando 15 gr/L %, 30 gr/L ' y 45 gr/L ' de sacarosa, los cuales son
estadisticamente iguales independientemente de la cantidad de carbdn activo, se
observa una mayor didmetro de tallo estadisticamente, y los tratamiento con 0 gr/L"*
de sacarosa, independientemente de la cantidad de carbén activo fueron

estadisticamente inferior de toda la investigacion.
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Figura N 32 Variable de Respuesta. Porcentaje de germinacion de embriones
de asai con niveles de sacarosa. Fuente: Elaboracion propia.

Para la variable independiente de numero de hojas de germinacion in vitro de asai
(Euterpe precatoria), se pudo observar en la regresion de segundo grado, aplicando
15 gr/L 1, 30 gr/L' * y 45 gr/L * de sacarosa, que son estadisticamente iguales
independientemente de la cantidad de carbon activo, se evidencio un mayor desarrollo
de la cantidad de hojas estadisticamente, y el tratamiento que no tuvo resultados
favorables para la investigacion fue el que contiene 0 gr/L ' de sacarosa,

independientemente de la cantidad de carbdn activo.
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Figura N 33 Variable de Respuesta. Numero de hojas de asai con niveles de
sacarosa. Fuente: Elaboracion propia.
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6. DISCUSION

La sacarosa es un carbohidrato que juega un papel importante al momento del
desarrollo del embrion, en condiciones in vitro para la propagacion del asai (Euterpe
precatoria) (Jiang et al., 2015). Los carbohidratos ayudan al desarrollo de embriones,
facilitando la formacion de las primeras hojas, tallos y raices en el momento de la
germinacion como fuente de energia en la fotosintesis en condiciones in vitro, también
Torres et al. (2005) evaluaron que con 1, 2 y 3% de sacarosa como fuente de
carbohidratos en la germinacion de embriones in vitro y obtuvieron 70, 76 y 88.89%
de germinacién respectivamente. Ulises et al. (2010) menciona que los embriones in
vitro mediante el uso de sacarosa y glucosa en combinacion con Murashigue y Skoog

(MS) obtuvieron 85% y 41% de germinacion, respectivamente.

En la presente investigacion el uso de la sacarosa en concentraciones de 30 gr/L' ! se
observé mayor germinacion en asai (Euterpe precatoria), asi mismo Trigiano & Gray,
2011 menciona que en concentracion de 20-60 de sacarosa son comunmente utilizado
como fuente de carbono y energia para el desarrollo de las plantas en condiciones in
vitro. Segun Rolland 2006 mensiona que los azucares mantiene el potencial osmético
del metabolismo y el desarrollo de los embriones y plantulas en propagacion in vitro.
En la presente investigacion se pudo observar que los tratamientos que contienen 30
gr/L' t de sacarosa presentaron mayores caracteristicas de crecimiento debido a los
carbohidratos que aporta las sacarosa, tal como explican (Rolland et al., 2006);
(Tognetti et al.,, 2013); (Mason et al., 2014) quienes argumentan que la sacarosa
presenta funciones en el mantenimiento del potencial osmético y ademas existen
evidencias que sugieren que este azucar participa como molécula sefializadora en
conjunto con algunas hormonas vegetales en procesos metabdlicos y de desarrollo de

las plantas.

El carb6n activo y la sacarosa constituyen dos factores importantes que contribuyen
al crecimiento exitoso en cultivo in vitro de embriones. karunatare (1989. En el
presente trabajo de investigacion el uso de carbon activo se pudo observar en la
formacion de raices y la parte foliar, también en la prevencién de oxidacion de

embriones en el medio de cultivo in vitro, en este aspecto, Pan y van Staden (1998)
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sefialan que el carbdn activado puede ser usado como promotor de crecimiento de la
parte radicular y foliar en el cultivo in vitro, en funcion de la especie y del tipo de planta,
establecido en condiciones de oscuridad, reguladores de crecimiento o libera

sustancias promotoras de crecimiento de raices en el medio de cultivo in vitro.

En la investigacion de este proyecto se observé que el tratamiento con concentracion
de sacarosa de 30 gr/L ! independientemente del carbdn activo fue la mejor, tanto en
la germinacion de embriones como en el desarrollo de los plantas en condiciones in
vitro de asai (Euterpe precatoria), mientras tanto con concentraciones de sacarosa con
15y 45 gr/L'* el porcentaje de germinacion y desarrollo de los plantines fue baja, esto
concuerda con (Gago et al., 2014) quienes mencionan, cuando la concentracion de
sacarosa es muy elevada, tiende a disminuir la capacidad fotosintética en la etapa de
germinacion y desarrollo de plantas in vitro y cuando las concentraciones de sacarosa
son bajas, se incrementa la capacidad fotosintética y con ello se reducen las
anormalidades fisiologicas de las plantas in vitro, también Assy-Bah y Engelmann
(1993) sefalaron que cuando la concentracion de sacarosa en muy baja o la ausencia
de este, no desarrollaba el embridn incluso decrecia el desarrollo de plantas en cultivo
en vitro hasta conduciéndolos a la muerte, lo que concuerda con los tratamientos de
la presente investigacion, los tratamientos 1y el tratamiento 5 que contienen 0 gr/L't
de sacarosa donde los embriones no tuvieron reaccion alguna de germinacion en su
totalidad. Por otro lado, Assy-Bah y Engelmann (1993) afirman que alcanzaron
resultados semejantes en el cultivo in vitro de embriones cigoticos de coco mediante
el uso del medio de cultivo MS con la adicién de distintas concentraciones de sacarosa
(0, 5, 10, 15, 20, 60 g/lI-L) en presencia de carbén activado (2 g/I-L), los cuales
evidenciaron que a medida gque se incrementa la concentracion de sacarosa en el
medio hasta 60 g/I-L aumenta el porcentaje de germinacién de los embriones hasta

alcanzar un 88%.

Butia capitata Neves et al. (2010) quienes encontraron que las semillas con mayor
grado de maduracién resultaron con menor oxidacion, aumento de tamafio
alargamiento mayor desarrollo de embriones in vitro, como plantas con mayor emision

de raices y vainas foliares. Para la investigacion de este proyecto se hicieron el uso
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de los mejores frutos maduros recolectados directamente de la palmera de asai
(Euterpe precatoria) de los cuales el 83% germinaron con éxito tal como explica HU
et. Al. (1976) indican que los embriones maduros germinan con éxito hasta 93%,
también argumenta que los embriones no maduros se les puede aumentar el
desarrollo y el poco porcentaje de germinacién puede ser superada, mediante el cultivo

in vitro.

En la presente investigacion del proyecto se observa que las concentraciones nulas,
los tratamientos T1 (0O gr/L't de sacarosa con 1 gr/L'* de carbo6n activo) y T5 (0 gr/L'?
de sacarosa con 2 gr/L"t de carbdn activo) no germinaron por la ausencia de sacarosa
y las concentraciones altas de sacarosa, obtuvieron una menor germinacion de
embriones in vitro de asai (Euterpe precatoria). Esto concuerda con Torres et al. (2005)
Explica que utilizaron concentraciones entre 10 gr/L' * y 80 gr/L' * para germinar
embriones de Heliconia L. donde observaron que en estas concentraciones no
contribuyeron para germinacion, ya que 10 gr/L de sacarosa es una cantidad muy baja
y 80 gr/L' t de sacarosa es una concentracibn muy alta provocando un desbalance
osmotico, esto provoca una absorcion de nutrientes de manera negativa en la biologia
de las plantas. Por otro lado, Azad (1998), Ferri y Woral (1966) citados por Coarite
(2000), indican que el embrién para iniciar el proceso de germinacion requiere de un
medio de cultivo adecuado, que permita la absorcién de humedad, nutrientes lo cual
genera un aumento reversible de volumen en el comportamiento de los embriones en

el medio de cultivo.

Al momento de evaluar la hinchazon de embriones in vitro de asai (Euterpe precatoria),
se pudo observar que aplicando 15 gr/lL *'y 30 gr/L * y 45 gr/L * de sacarosa,
independientemente de la cantidad de carbén activo, fueron los mejore resultados para
la hinchazén de embrion, segun Hartmann y Kester (1997) indican que, el factor mas
importante para la hinchazén de embriones es el contenido de humedad, que debe ser
mayor del 60%, asi como la influencia de la aireacion, la que consiste en el intercambio
de gases entre el medio de cultivo y el propio embrién, haciendo una germinacion
rapida y uniforme. De igual manera, Grout y Millan (1985) y Wainwright y Scrace (1989)

sefialan que el medio de cultivo con una correcta concentracion de azucar incrementa
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la cantidad de carbohidratos absorbidos por el embrién y aumenta también la energia
disponible para ayudar a la hinchazon y posteriormente a la germinacion de embriones
in vitro, que actian como 6rganos de reserva de carbohidratos que serviran para
desarrollar la plumula, raiz y las primeras hojas. Ademas, destacan que, aunque este
mecanismo no esta bien definido la concentracion de sacarosa y los tipos de
carbohidratos durante la hinchazon in vitro de embriones tienen una influencia

significativa en el desarrollo y crecimiento del embrién.

Al momento de evaluar el desarrollo del embrion en el medio de cultivo in vitro, se
observa que en su primera etapa de germinacién, el embrién aumento de tamafio y
alargamiento, formando la plumula o la parte aérea y el desarrollo de la radicula la
raiz primaria, se observa en la gréafica de variable de respuesta, el porcentaje de
germinacion de embriones de asai con niveles de sacarosa, existe una interaccion con
carbon activo, la mayor parte de los tratamiento tuvieron éxito con la emisién de la
plumula y raiz primaria. Por otro lado Rodriguez (1991a) define que, la germinacion es
el proceso que consiste en una serie de cambios morfolégicos y fisiolégicos, que
comienzan con la absorcion de humedad y conducen a la ruptura de la cubierta
seminal por la salida de la radicula y la plumula, acompafiada por divisiones y
crecimiento de las células del embrion y aumento general de la actividad metabdlica y
el brote de la nueva planta, (Langford & Wainwright, 1987), aportan que la sacarosa
tiene un efecto favorable sobre las plantas durante la micro propagacion in vitro, el
carbon activo ya sea (1 y 2 gr/L'?) utilizados en los tratamientos, ayudo al crecimiento
y division numérica de las raices. En la variable de respuesta de longitud de raices se
pudo observar que aplicando 30 gr/L* y 45 gr/L'* de sacarosa, independientemente
de la cantidad de carbon activo, se evidencio mayor longitud y numero de raices en
los embriones, los cuales se encuentran entre (3 a 3,5 cm) de longitud de raiz y
también se pudo evidenciar que con 30 gr/L * y 45 gr/L * de sacarosa,
independientemente de la cantidad de carbdn activo, presentan un mayor volumen de
raiz superando el 80% de tratamientos evaluados lo que concuerda con Ostroluka et
al. (2007) Quienes cuantificaron resultados de 80-95% de enraizamiento in vitro con
la ayuda de 1 gr/L"t de carbon activo, Segun Noordwijk y Willigen (1987), explica que

la buena formacion de la raiz abastece las necesidades de carbohidratos y nutrientes
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en el desarrollo de la plantula, también explica que pequefos sistemas radiculares
pueden ser suficientes para lograr el maximo crecimiento vegetal, cuando el

porcentaje de humedad y nutrientes es optima.

Para la emision de raiz primaria in vitro de asai (Euterpe precatoria), los mejores
resultados obtenidos contienen la cantidad de concentraciones de sacarosa (15 gr/L
1,45 gr/L'1y 30 gr/LY) de sacarosay (1 y 2 gr/L'1) de carbén activo, en el medio de
cultivo de Murashige y Skoog se pudo observar que al afiadir carbén activo al medio
de cultivo favorece la emision de raices, tornando una contextura oscura en el medio

de cultivo.

En la investigacion se destaca que el mejor resultado obtenido fue con (30 gr/L't) de
sacarosay (1y 2 gr/L't) de carbon activo, esto concuerda con Roca y Mroginski (1991),
guienes manifiestan que la sacarosa se ha usado para superar la emision de la raiz
primaria, Koroch et al. (1997), Mencionan que al incrementar la concentracion de
sacarosa en el medio de cultivo de 0 a 45 g L-1en conjunto con carbén activo
aumentan el numero de raices en Hedeoma multiflorum, estos resultados coinciden
con lo encontrado por Andrade y Lopez (1994), quienes sefialan que el incremento en
la concentracion de sacarosa y carbdn activo causdé un aumento en el nimero y
longitud de raices en gerbera. Sin embargo, en tomate de cascara (Physalis ixocarpa
Brot.) la respuesta fue a la inversa (Andrade, 1998). Al respecto, Edwin (1993), sefiala
gue la concentracion de azucar requerida depende del tipo y edad del material vegetal
(semillas) utilizado, ya que generalmente el crecimiento y desarrollo es directamente
proporcional al incremento en la concentracion de azucar hasta alcanzar un punto
optimo después del cual hay una disminucién. José Gallego (1998) explica que las
semillas mantienen su genética en todo su esplendor siempre que se conserven bien
y con un poco de cuidado aguantan cinco o diez afios sin problemas, aunque la

capacidad de germinacion va descendiendo afio tras afio.

Al momento de evaluar el nimero de raices en la germinacion de embriones in vitro
de asai (Euterpe precatoria), se pudo verificar en los resultados donde se aplicé 30
gr/L'* de sacarosa , independientemente de la cantidad de carbon activo, desarrollaron

una mayor cantidad de raices y en los tratamientos con las concentraciones de 15 gr/L
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1,45 gr/L ' de sacarosa, independientemente de la cantidad de carbdén activo
presentaron desarrollo en la cantidad de raices aceptables para la investigacion, asi
mismo se pudo observar que el tratamiento con 0 gr/L * de sacarosa,
independientemente de la cantidad de carbon activo , el nUmero de raices fue nulo,
Jiménez (1995) explica que concentraciones adecuadas de sacarosa en el medio de
cultivo permiten lograr un crecimiento vigoroso y voluminosos de las raices, mientras
gue la ausencia de sacarosa impide el desarrollo de raices en el embriéon. Ademas,
las plantas presentan una mayor supervivencia al ser trasplantadas al suelo, tal vez
debido a una mejor adaptacién para soportar el estrés hidrico motivado por las

condiciones de mayor presion osmaética donde se desarrollan.

El andlisis de varianza de altura de planta, nUumero de hojas y diametro de tallo,
muestra diferencias significativas por efecto de sacarosa en el medio de cultivo,
también se evidencia que no existe interaccion significativa en las variables
independientes de carbon activo e interaccion de sacarosa y carbdn activo tal como
se observa en el andlisis de varianza para el desarrollo de plantines de asai (Euterpe
precatoria), de acuerdo a (PospiSilova et al., 1999); (Hazarika, 2006) explican que las
condiciones in vitro consisten en una alta humedad relativa, baja intensidad luminica,
baja concentracién de CO2, altas concentraciones de azucar (Sacarosa) como fuente
de carbono, asi como el uso de frascos cerrados para la prevenciéon de contaminacion
microbiana. Por otra parte, estos resultados coinciden con los logrados por Cueto
(2000), el cual obtuvo respuesta diferencial de la adicion de diferentes concentraciones
de sacarosa en el medio de cultivo (45 y 60 g/l-1) sobre el crecimiento y desarrollo in

vitro de los embriones de coco.

En los resultados que se obtuvieron al momento de evaluar la altura de la planta,
numero de hojas y diametro de tallo, se pudo observar que a los 60 dias tuvo un
desarrollo aceptable para la investigacion, los tratamientos con (15, 30 y 45 gr/L'1) de
sacarosay (1y2gr/L't)de carbon activo en el medio de cultivo, muestran resultados
similares que estadisticamente son iguales, como se observa en las gréficas de la fase
de desarrollo, esto se debe a la buena preparacion del medio de cultivo y la

combinacion de sacarosa y carbén activo, Segun Rodriguez, (1991b) menciona que,
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el crecimiento vegetativo es un proceso fisiolégico muy complicado y depende de la
mayoria de los otros procesos que tienen lugar en una planta in vitro, como: La
fotosintesis, respiracién, absorcibn de agua y sustancias nutritivas minerales y
organicas, asi mismo indica que, el conjunto de procesos caracterizado por el
desarrollo de los 6rganos de asimilacion (raices, tallos y hojas), recibe el nombre de
crecimiento y desarrollo vegetativo, Quero (2004) y Chavez et al. (2010), indican que
la sacarosa ademas de ser la fuente principal de carbono y energia también actta en

la formacion de érganos como las raices, tallos y hojas.

Lunn y col, (2014) argumenta que la sacarosa es el producto mas abundante de la
fotosintesis y en condiciones in vitro la falta de sacarosa se compensa adicionando
sacarosa manualmente. Ademas, juega un papel crucial durante el crecimiento y el

desarrollo de la altura de plantas.

Por otra parte los resultados de la investigacion en la variable de desarrollo de
plantines no coincide totalmente con los resultados obtenidos por Alvarenga et al.
(2007) Quien explica que en la conservacion in vitro del chayote (Sedium edule) con
en el medio de cultivo de Murashige y Skoog y la adicion de diferentes concentraciones
de sacarosa (0, 30, 50, 60,70 y 80 gr/L 1), los cuales reportan que para la variable
longitud de la planta se detectaron cuatro grupos definidos: 30 y 40 gr/L'? (los mayores
incrementos), seguidos por 50 y 60 gr/L" 1. Los tratamientos que incluyeron 0, 70 y 80
gr/L' t de sacarosa mostraron los menores incrementos, esta Ultima coincide con la
investigacioén, en el cual se tuvo un grupo de (15, 30 y 45 gr/L'1) mostraron los mayores
incrementos en la altura de plantas, tal como se muestra en la variable de respuesta

de altura de plantines.

Al momento de evaluar el diametro de tallo se hizo la medicién con la ayuda de un
Calibrador Digital de Cufia logrando obtener datos que muestran un desarrollo de tallo
gue son estadisticamente iguales en los tratamientos con contenido de 15 gr/L' %, 30
gr/lL1y 45 gr/Lt de sacarosay 1 gr/L'%, 2 gr/L'* de carbdn activo, se puede apreciar
gue los resultados alcanzados hubo diferencia significativa en la sacarosa (p<0.01)
mientras que en las variables independientes de carbon activo y la interaccion de

sacarosa-carbon activo no hubo una diferencia significativa, para los tratamientos
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estudiados. Las distintas concentraciones de carbon activado adicionadas al medio de
cultivo no tuvieron un efecto significativo diferencial en el nimero de hojas formadas
en las plantas in vitro asai (Euterpe precatoria). Y finalmente se pudo observar que en
el numero de hojas, la sacarosa tuvo efecto significativo (P < 0.01) en el numero de
hojas, también se pudo notar que a medida que transcurria el tiempo a cuatro, seis y
ocho semanas aumentaba la formacién de nuevas hojas. Estos resultados coinciden
con los alcanzados por Karunarate (1989) quien explica que al evaluar el efecto de la
sacarosa y el carbon activado en el cultivo de embriones de cocos enanos, donde
observaron que al incorporar al medio de cultivo con 30 g/I-L de sacarosa 'y 2 g/l-L de
carbon activo, los embriones germinaron rapidamente y desarrollaron las hojas a los
2 meses, este resultado concuerda al resultado obtenido por la investigacion, ya que
se pudo observar que los embriones asai (Euterpe precatoria) mostraron las 2 hojas a
los 2 meses. Borges et al. (2003) complementa que la sacarosa en el cultivo in vitro
ayuda al desarrollo vegetativo continuo de las hojas expresado en la formacion de
nuevas hojas, engrosamiento de tallo y formacion de yemas, producto a una
importante actividad de crecimiento de las plantas in vitro en relacion con el contenido
nutritivo del medio de cultivo. Asimismo, estos resultados coinciden con lo encontrado
por Andrade y Lépez (1994), quienes sefialan que el incremento en la concentracion

de sacarosa caus6 un aumento en el numero de hojas de gerbera.
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7. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos y discusiones realizadas se llegaron a las

siguientes conclusiones:

Se seleccionaron semillas de asai (Euterpe precatoria) de plantas de asai sanas y
vigorosas con el cuidado de seleccionar frutos maduros, lo cual nos ayudo6 a obtener

mejores resultados y un porcentaje de germinacién en condiciones in vitro altos.

La utilizacion de 30 gr sacarosa en combinacién de 1 a 2 gr de carbén activo promueve
mayor germinacion de 86.2% a 93.3%. para la propagacion in vitro de asai.

En cuanto al andlisis sobre el porcentaje de germinacién en condiciones in vitro de
asai (Euterpe precatoria), resultdo estadisticamente significativo con interaccion de
sacarosa y carbon activo, siendo que los mejores resultados obtenidos fueron con los
tratamientos: T3 (30 gr/L' t de sacarosa con 1 gr/L'* de carbdn activo) el cual obtuvo
un 93.33 % de germinacion y el tratamiento T7 (30 gr/L' ! de sacarosa con 2 gr/L't de
carbon activo) obteniendo un 86.67% de semillas germinadas.

Asi mismo, en los tratamientos T1 (0 gr/L'* de sacarosa con 1 gr/L"* de carbon activo)
y T5 (0 gr/L't de sacarosa con 2 gr/L"t de carbon activo) tuvieron un 0% de geminacién

por la carencia total de sacarosa en el medio de cultivo.

Se pudo observar a los 10 dias la emisién de plumula y raiz primaria obteniendo el
mejor resultado con los tratamientos que contienen (30 gr/L'* de sacarosa con 1y 2
gr/L' t de carbdn activo) los que nos asegura un buen desarrollo y crecimiento de la

planta.

En cuanto a la altura de plantines y numero de hojas de asai (Euterpe precatoria)
evaluados a los 60 dias, muestran diferencias significativas en la aplicacion de los
tratamientos, influyendo en un mayor crecimiento en altura (2.5 cm/plantin) con los
tratamientos que contienen (30 gr/L' ! de sacarosa con 1y 2 gr/L't de carbo6n activo),

para el numero de hojas se pudo observar que los tratamientos con contenido de
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sacarosa (15, 30y 45 gr/L'1Y) y (1, 2 gr/L'Y) de carbdn activo fueron estadisticamente

iguales.

En el diametro de los plantines de asai, resultd estadisticamente significativo con
sacarosa. Obteniendo un diametro de tallo superior a los (1.5 mm/plantin) de los
plantines de asai con los tratamientos (15, 30y 45 gr/L'Y) y (1, 2 gr/L'?) de carbdn activo
fueron estadisticamente iguales, presentando un ligero aumento de didmetro en los

tratamientos que contienen (30 gr/L"! de sacarosa con 1y 2 gr/L'* de carbon activo).

Finalmente se concluye que, en la variable longitud de raices, resulté estadisticamente
significativo en la interaccion con sacarosa, presentando resultados estadisticamente
similares entre los tratamientos que contienen (30 y 45 gr/L'*) de sacarosay (1, 2 gr/L
1) de carbdn activo, la longitud de raiz para estos tratamientos se encuentra en el rango
de (3 a 3,5 cm) lo que nos asegura una buena suministracién de nutrientes a la planta

para su desarrollo y crecimiento.
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8. RECOMENDACIONES

En el control de la calidad de las semillas, en especial de especies nativas no
maderables, es necesario aplicar parametros sencillos y practicos, cuando no se

cuenta con todo el equipo necesario para un analisis completo sobre semillas.

Se recomienda obtener las semillas de plantas saludables los cuales no presenten

hojas amarillas, fustes torcidos y poca fructificacion.

Las semillas se deben deseleccionar de los mejores frutos maduros directamente de
la planta y no asi del suelo para evitar la contaminacién de semillas, los frutos
seleccionados deberan presentar una coloracién lila obscuro eliminando los frutos

verdes no maduros.

Se recomienda desinfectar los frutos y posteriormente las semillas antes de usarlos
para realizar la investigacion, la desinfeccion juega un papel muy importante ya que
previene la contaminacién de hongos y/o bacterias que nos dificultaran en el proceso

de la investigacion.

Una vez realizada la desinfeccion se debe extraer el embriébn con suma delicadeza,
haciendo el uso de pinzas y alicates previamente desinfectados, se debe realizar
inmediatamente la introduccion al medio de cultivo y el sellado correspondiente con

para film a los tubos de ensayo.

Se debe de cultivar inmediatamente el embrién al tubo de ensayo con el medio de
cultivo correspondiente cuando se esta trabaja en la camara de flujo laminar, por no

ser asi el embrion puede llegar a tener una deshidratacion y asi no desarrollar.

Luego de introducir el embrion al medio de cultivé se recomienda evaluar los medios
de cultivo desde el momento de la introduccion de embriones hasta los 30 dias con el
fin de detectar signos de contaminacion y oxidacion en los medios de cultivo, en caso
de observar algun signo de contaminacion u oxidaciéon se debe proceder a la

eliminacién inmediata y su posterior remplazo.

Se recomienda el trasplante del medio de cultivo al sustrato en el tiempo de 60 a 80

dias, cuando la planta presente 4 raiz formadas y desarrolle por lo menos dos hojas,
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el sustrato debe presentar una humedad del 60% y la planta debe permanecer en

semi-sombra al menos unos 60 a 90 dias para adaptarse al entorno ex vitro.

Finalmente, se recomienda realizar el desarrollo de otras investigaciones, que aporten
al estudio de la especie de asai (por las cualidades de uso multiple, para los habitantes
del norte amazdnico boliviano) y otras palmeras, tanto en viveros forestales como en

el desarrollo de los plantines en su habitad natural.
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