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RESUMEN 

La presente investigación fue realizada en el laboratorio de Biotecnología Vegetal del 

Área de Ciencias Biológicas y Naturales de la Universidad Amazónica de Pando. El 

objeto de estudio fueron los tratamientos de desinfección ex vitro para la germinación 

en semillas de castaña (Bertholletia excelsa) en el laboratorio de biotecnología vegetal. 

Fueron seleccionadas y recolectadas del municipio de Filadelfia de la propiedad del 

señor Adaildo Nacimento. Se empleó un diseño experimental completamente al azar 

(DCA) con 6 tratamientos y 20 repeticiones en los cuales se utilizaron tres funguicidas: 

Benomyl, Cobrethane y Mancozeb, con dos tipos de sustrato: tierra vegetal y arena 

autoclavada. Las semillas pasaron por un protocolo de desinfección a base de jabón 

líquido, hipoclorito de sodio (NaClO), etanol al 70%, agua esterilizada y culmino con la 

aplicación de fungicidas y giberilina (AG3). En total fueron sembradas 120 plantas; 40 

para cada tipo de fungicidas, de las mismas 20 para cada tipo de sustrato. En cuanto 

a la germinación por tipo de sustrato se obtuvo mejores resultados con la tierra vegetal, 

y de tipo de fungicida el Cobrethane fue óptimo para disminuir la contaminación, 

obteniendo así 25 plantas germinadas siendo superior a los fungicidas Benomyl (8 

plantas germinadas) y Mancozeb (15 plantas germinadas). 
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ABSTRACT 

This research was carried out in the Plant Biotechnology laboratory of the Biological 

and Natural Sciences Area of the Amazon University of Pando. The object of study was 

ex vitro disinfection treatments for germination in Brazil nut (Bertholletia excelsa) seeds 

in the plant biotechnology laboratory. They were selected and collected from the 

municipality of Philadelphia from the property of Mr. Adaildo Nacimento. A completely 

randomized experimental design (DCA) was used with 6 treatments and 20 repetitions 

in which three fungicides were used: Benomyl, Cobrethane and Mancozeb, with two 

types of substrate: topsoil and autoclaved sand. The seeds went through a disinfection 

protocol based on liquid soap, sodium hypochlorite (NaClO), 70% ethanol, sterilized 

water and culminated with the application of fungicides and giberillin (AG3). In total, 

120 plants were planted; 40 for each type of fungicides, of the same 20 for each type 

of substrate. Regarding germination by type of substrate, better results were obtained 

with topsoil, and Cobrethane type of fungicide was optimal to reduce contamination, 

thus obtaining 25 germinated plants being superior to Benomyl (8 germinated plants) 

and Mancozeb fungicides (15 germinated plants). 
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1. INTRODUCCIÓN  

La castaña (Betholletia excelsa) perteneciente a la familia Lecythidaceae es una 

de las especies más emblemáticas e importantes de la Amazonia (Peres, 2003). 

Sus poblaciones se distribuyen en las Guayanas, Colombia, Venezuela, Perú, 

Bolivia y Brasil, sus mayores densidades ocurren en parte del Brasil: Pará, 

Amazonas, Acre y Rondônia, Perú: Madre de Dios y Bolivia: Pando, norte del 

Beni y norte de La Paz, (Zuidema, 2003; Thomas et al., 2014). Se tratan de 

árboles emergentes, que en Bolivia pueden llegar a medir hasta 50m de altura y 

superar los 3m de diámetro a la altura del pecho (DAP), (Zuidema, 2003; 

Gonzáles et al., 2012). La castaña o nuez de Brasil (Betholletia excelsa) es una 

especie no maderable que existe en la Amazonia, de alto valor nutricional, que 

constituye un elemento importante para la alimentación de los pueblos nativos y 

colonizadores de las regiones Boliviana, Peruana, Brasilera y Venezolana (Sujii 

et al., 2015). Teniendo una importancia económica en estos países ya que es 

uno de los productos que contribuye a aumentar el PBI local y generan puestos 

de trabajo en todo el proceso de extracción y comercialización, tanto a nivel 

urbano como rural (IIAP, 2000). La producción de castaña a nivel mundial es 120 

mil toneladas anuales, entre los principales países con mayor producción son 

Bolivia, Brasil, y Perú, en Bolivia la producción es de 14 mil toneladas (Tridge, 

2018), en el departamento de Pando y la provincia Vaca Diez del Beni, se cuenta 

con un potencial productivo total anual de 168.753 toneladas de castaña (Vos et 

al., 2016). La producción varia fuertemente de año en año, porque la castaña es 

una planta silvestre (Maués, 2002). 

La castaña al ser una planta silvestre, es por eso que su germinación es 

extremadamente lenta, variando de 6 a 8 meses en condiciones naturales, esto 

limita la producción de plantines (Lorenzi, 1992).    
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La biotecnología vegetal es una alternativa para la producción en escala mayor 

de plantines uniformes, en un corto tiempo, a través de células toti potentes, que 

tienen la información genética y las propiedades fisiológicas de producir una 

nueva planta con iguales características de la planta madre, siendo que cualquier 

parte de una planta puede dar origen a otra de iguales características según sean 

las condiciones de crecimiento (luz, temperatura, nutrientes, sanidad, etc.) 

(Rojas, et al., 2004). La micro propagación in vitro y ex vitro, son alternativas para 

las especies forestales que tienen problemas de germinación lentas variables y 

des uniformes, permitiendo la producción de plántulas sanas, vigorosas en 

grandes cantidades y producidas en condiciones asépticas, constituyendo una 

alternativa económica apropiada para la producción de plántulas (Pinhal et al., 

2011; Pelegrini et al., 2013). 

El principio básico para el cultivo in vitro es controlar la contaminación microbiana 

de bacterias, hongos y levadura en función al medio ambiente (Leifert et al., 1994; 

Silva et al., 2004). Asimismo estos pueden comprometer el trabajo de la micro 

propagación en condiciones ex vitro e in vitro, para minimizar la contaminación 

microbiana, numerosos protocolos de esterilización son presentados por diversos 

autores (Pereira et al., 2009). Dentro de las sustancias utilizadas en la 

desinfección del material vegetal se encuentran el hipoclorito de sodio (NaClO), 

que es el compuesto más usado, con buenos resultados para la desinfección del 

material vegetal en concentraciones y tiempos diferentes de aplicación, este 

producto es efectivo, económico y de fácil adquisición; en cuanto a fungicidas, 

los más utilizados para los cultivos dentro del laboratorio son: Mancozeb, 

Cobrethane, Benomyl entre otros, ayudando en la disminución de agentes 

patógenos que atacan al cultivo (Cruz et al., 1998). 
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2. OBJETIVOS  

2.1. General  

➢ Determinar tratamientos de desinfección ex vitro para la germinación en 

semillas de castaña (Betholletia excelsa) en el laboratorio de biotecnología 

vegetal. 

2.2. Específicos  

➢ Describir el proceso de desinfección de la semilla (Betholletia excelsa) en 

cada tratamiento empleado. 

 

➢ Identificar los hongos que contaminan las semillas de castaña (Betholletia 

excelsa) en la etapa de germinación ex vitro.  

 
➢ Determinar el porcentaje de germinación en semillas de castaña 

(Bertholletia excelsa) en los diferentes tratamientos. 
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3. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA  

3.1. Origen y distribución  

Los árboles de castaña (Betholletia excelsa), son individuos dominantes del dosel 

en los bosques tropicales de Sud América, se encuentran presentes en la 

Amazonia, con mayor densidad en los países de Brasil, Bolivia, Perú, Colombia, 

Venezuela y Guyana, no es claro si estos individuos fueron transportados por el 

hombre o se dispersaron en forma natural (Mori y Prance, 1990). 

La castaña puede llegar a alcanzar hasta los 50 metros de altura con  un diámetro 

(DAP) de 2 a 4 metros su sistema radicular es muy ramificada, con una raíz 

vigorosa y profunda; el tallo o tronco es cilíndrico, desprovisto de ramificaciones 

hasta la copa, especialmente en su forma natural o silvestre, en sus hojas 

presentan un pecíolo de 3 a 5 cm de largo, acanalado y cubierto de fino tomento 

y un limbo grande de 25 a 37 cm de largo por 8 a 15 cm de ancho, de color verde 

brillante en el haz y verde pálido en el envés; la nervadura central es muy 

prominente en la cara inferior o envés (Fig. 1); presenta una flor completa  en 

forma de capuchón de color amarillo cremoso, subsésiles, con tres bractéolas en 

la base, 2 o 3 sépalos, caducifolia y de constitución floral zigomorfa (de simetría 

bilateral) (Cuculiza, 1991). (Fig. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Hojas y flor de la castaña (Betholletia excelsa). 
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3.2. Descripción taxonómica de Bertholletia excelsa  

La clasificación taxonómica de Bertholletia excelsa HBK según GENTRY 
(1993): 

Reino :                    Plantae 

División :                 Magnoliophyta 

Clase :                    Magnoliopsida 

Sub clase :              Dilleniidae 

Orden :                    Lecythidales 

Familia :                  LECYTHIDACEAE 

Género :                  Bertholletia 

Especie :                 Bertholletia excelsa HBK 

Nombre vulgar :      Nuez del Brasil, Castaña de América, castaña de Marañón 

 

3.3. Descripción del fruto 

El fruto es de cápsula leñosa de unos 8 a 15 cm de diámetro, dentro del fruto se 

encuentran 15 a 20 semillas de unos 3 a 5 cm de largo (Fig. 2); es casi esférico 

que presenta un epicarpio carnoso con un espesor de 3-5 mm, el mesocarpio 

tiene un grosor de 6-8 mm, es duro rugoso y con grietas longitudinales; el 

endocarpio es una película delgada (Figueroa, 1976). (Fig. 2) 

 

Figura 2. Fruto de la castaña (Bertholletia excelsa). 
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3.4. La semilla 

Las semillas de castaña tienen tamaños y pesos diferentes, presentan un lado 

cóncavo y dos aplanados; el primero está inmediato a la pared interna del pixidio 

y los otros dos se aplanan por la presión contra las semillas; se igualan a los 

segmentos de la naranja que miden de 3 a 5 cm de largo (hasta 7 cm) y pesan 

de 6 a 12 gramos; las castañas están en el interior de los frutos dispuestas 

simétricamente en dos capas superpuestas alrededor de un eje (Bollati, 1993). 

(Fig. 3). 

 

Figura 3. Semillas de castaña (Bertholletia excelsa). 

 

3.5. Producción de la castaña 

Un árbol de castaña llega a producir entre 200 a 600 cocos por año, con un peso 

promedio de 500 gramos por coco y un promedio de 17 castañas por unidad, lo 

que implica una producción anual de alrededor de 60 kg de castaña con cáscara 

por árbol, a nivel de cada árbol, la producción varía mucho de año a año; se ha 

podido demostrar que los árboles que reciben mucha luz pueden producir mucho 

más que los que se encuentran parcialmente en la sombra o que están cubiertos 

por lianas y bejucos (Zuidema, 2003; Kainer et al., 2007). Tomando en cuenta 

una producción promedia de dos cajas de castaña por árbol y la cantidad de 

árboles estimados mediante el estudio SIG (Sistema de Información Geográfica), 

entre el departamento de Pando y la provincia Vaca Diez del Beni, se cuenta con 

un potencial productivo total anual de 168.753 toneladas de castañas (Vos et al., 

2016). 
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3.6. Clima y suelo 

La castaña está presente en regiones de clima húmedo tropicales y lluviosos, con 

temperaturas que varían 24,3 a 27,2°C con valores máximos de 30,6 y 32,6°C y 

mínimos de 19,9 y 23,5°C (Corvera, 2006). Esta especie se adapta a suelos de 

tierras firmes y libres de encharcamientos, de textura media a pesados, de 

naturaleza franco - arcillosos, franco-arcillo-arenoso, con pH entre 4,5 y 6,0 (TCA 

1997, citado por Corvera, 2006). 

3.7. Aspecto de su propagación 

3.7.1. Reproducción  

La Castaña (Bertholletia excelsa) es una planta de reproducción con el sistema 

de polinización melitofila, que es por medio de las cual ciertas especies de plantas 

atraen a insectos himenópteros, en particular abejas y avispas, para que éstos 

realicen la polinización, las flores atraen a las abejas por medio de una 

combinación de formas, fragancias y colores (Müller et al., 1980). Sus flores 

tienen una morfología que restringe la entrada de muchos insectos visitantes lo 

que ocasiona que los polinizadores necesiten tener la fuerza física y el tamaño 

del cuerpo compatible con la estructura de la flor (Argolo et al., 2003). 

3.7.2. Propagación vegetativa  

La reproducción de la castaña es a través de la propagación asexual y sexual, 

por el método tradicional (sexual) su reproducción es tardía de 9 a 12 meses es 

lo que la semilla tarda en germinar en estado natural; en cultivos intervenidos la 

semilla es sembrada siguiendo un proceso de sembrado controlado su 

germinación es de 2 a 3 meses; es por ello que se utiliza la propagación asexual,  

por esquejes o injertos que es una propagación vegetativa más rápida, en Brasil 

se tiene algunos avances sobre este tipo de propagación, por ejemplo; en el 

proceso de obtener porta injerto (patrón) para la castaña, los primeros trabajos 

que se realizaron consistieron en evaluar la viabilidad de enraizamiento de 

estacas leñosas y herbáceas, con tratamientos hormonales de las especies; 



8 

 

castaña de macao (Couroupita guianensis Aubl.); geniparana (Gustavia augusta 

L.); sapacala (Lecythis usitata Miers) y churo (Allontoma lineada (Berg) Miers), 

quien mostró mejor resultado fue la geniparana que enraiza fácilmente con un 

porcentaje de 100% de eficiencia (Muller et al., 1980). La propagación vegetativa 

es muy eficiente y más rápida para conservar la especie ya que las poblaciones 

de castaña se ven afectadas por la deforestación, en su Atlas Socio Ambiental 

de las Tierras Bajas y Yungas de Bolivia (2015), la Fundación Amigos de la 

Naturaleza estima que, anualmente el departamento de Pando pierde el 3% de 

sus bosques por la modificación de las vegetaciones naturales en beneficio del 

gentío, por ello las poblaciones de la castaña se ve reducida, las principales 

causas de la deforestación a nivel nacional son la ganadería (50%), la agricultura 

mecanizada (30%) y la agricultura campesina e indígena (20%) (Müller et al., 

2014). 

3.8. Biotecnología vegetal  

Un ex plante se define como un fragmento de una planta (célula, tejido u órgano; 

el ápice, una hoja o segmento de ella, segmento de tallo, meristemo, embrión, 

nudo, semilla, antera, etc.), que se prepara de forma aséptica para su cultivo in 

vitro y ex vitro (Blanca Indacochea, 2017). La Biotecnología Vegetal es una rama 

de la Biología que se está expandiendo rápidamente, que abarca una serie de 

técnicas, entre las que se encuentra el cultivo de células, tejidos in vitro que se 

ha convertido en una valiosa herramienta en el mejoramiento genético de 

especies de importancia económica (Lindsey, 1992; Jiménez, 1998 b). 

Es por ello que biotecnología vegetal constituye una herramienta para 

complementar las acciones enfocadas a la conservación ex situ de especies 

vegetales, sobre todo de aquellas que están en peligro de extinción (Barnicoat et 

al., 2010). Estas técnicas resultan de mayor importancia sobre todo cuando el 

material vegetal disponible bajo condiciones ambientales es escaso o las tasas 

de propagación vegetativa o sexual son bajas (Kitamura et al., 2002). Es por esto, 
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que en jardines botánicos se cuenta con laboratorios de biotecnología vegetal 

para la propagación y conservación de especies vegetales (Fay, 1992). 

3.9. Contaminación ex vitro  

Ex vivo o ex vitro se refiere a los medios o medidas realizados en o sobre tejidos 

biológicos de un organismo vivo en un ambiente artificial fuera del organismo con 

las alteraciones máximas de las condiciones naturales; las condiciones ex vitro 

permite experimentos en células o tejidos de organismos bajo condiciones menos 

controladas de lo que son posibles en experimentos in vivo o in vitro (en el 

organismo con tacto), a costa de alterar el medio "artificial", uno de los principales 

problemas que se presentan cuando se tratan de establecer los cultivos es el de 

la contaminación con diversos tipos de microorganismos (hongos, levaduras, 

bacterias, virus), el ambiente generado por el explante, es altamente propicio 

para la proliferación de muchos de estos microorganismos que pueden provocar 

la destrucción de los cultivos; es difícil cuantificar el impacto de estas pérdidas, 

pero en promedio, en laboratorios se lo puede estimar en alrededor del 10%, en 

el mejor de los casos, estos microorganismos no destruyen los cultivos, pero 

compiten con el explante por los nutrientes del sustrato de cultivo o bien lo 

modifican, es muy difícil conseguir cultivos estrictamente asépticos dado que en 

la mayoría de los casos es altamente probable que los mismos contengan 

agentes patógenos, por lo que, en la práctica, cuando se refiere a cultivos 

asépticos, en general se refiera al cultivo donde no se produce la proliferación de 

hongos y bacterias (Blanca Indacochea, 2017). 

3.10. Tipos de contaminación en el cultivo ex vitro  

Dos son las fuentes de contaminaciones: a) microorganismos presentes en el 

interior o en la superficie de los explantes y b) fallas en los procedimientos de 

cultivo en el laboratorio (Blanca Indacochea, 2017). La correcta detección de 

estas fuentes y del tipo de microorganismo son aspectos importantes para el éxito 

de los cultivos, pues por un lado ayuda a determinar la fuente de contaminación 
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por otro lado, ayuda a la planificación de los procedimientos para controlarlos 

(Blanca Indacochea, 2017). 

3.10.1. Contaminaciones de hongos cultivo ex vitro 

Las contaminaciones de hongos son filamentosas (Aspergillus, Penicilium, 

Fusarium, Alternaria, Cladosporium y Neurospora) están frecuentemente en los 

cultivos, es conveniente inspeccionar los cultivos en forma periódica (por lo 

menos semanalmente) y visualmente con la ayuda de un microscopio 

estereoscópico (Blanca Indacochea, 2017). 

3.11. Desinfección  

Para la bioseguridad en el laboratorio es fundamental disponer de conocimientos 

básicos sobre la desinfección y la esterilización, teniendo en cuenta de que los 

objetos muy sucios no pueden desinfectarse o esterilizarse rápidamente, es 

igualmente importante comprender los conceptos básicos de la limpieza previa, 

a este respecto, los siguientes principios generales se aplican a todas las clases 

conocidas de microbios patógenos (O.M.S, 2005). 

Los requisitos particulares de la descontaminación dependerán del tipo de trabajo 

experimental y de la naturaleza de los agentes infecciosos que se estén 

manipulando, la información genérica que aquí se ofrece puede utilizarse para 

elaborar procedimientos tanto normalizados como más específicos para hacer 

frente a los peligros biológicos que existan en un laboratorio concreto (O.M.S, 

2005). 

Los tiempos de contacto con los desinfectantes son distintos para cada material 

y cada fabricante. Así pues, todas las recomendaciones para el uso de 

desinfectantes deben seguir las especificaciones del fabricante, según la (O.M.S, 

2005) en la esfera de la desinfección y la esterilización se utilizan muchos 

términos diferentes. 
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3.11.1. Desinfección del material vegetal 

En el proceso de desinfección (equipos, áreas y material vegetal) se debe tener 

mucho cuidado con la desinfección de diferentes partes de la planta, se han 

empleado básicamente productos mercuriales y clorados, con un tratamiento 

previo o a la vez con algún tipo de detergente. El cloro es llamado principalmente 

como hipoclorito de sodio (NaCIO), y es usado a concentraciones de 0.5%, 2%, 

2,5% o 3% por 20 min, también está el etanol al 70% por 20 seg (Gutiérrez, 1988). 

3.12. Hipoclorito de sodio  

El hipoclorito de sodio es un compuesto químico altamente oxidante, que suele 

ser llamado también cloro o lejía, su fórmula química es NaClO; sus 

características químicas hacen que el hipoclorito de sodio (NaCIO) sea un agente 

eficaz en la eliminación de ciertos hongos, bacterias y microorganismos, sin 

embargo, no es tan eficaz ante virus; por su capacidad de desinfección es 

utilizado en diferentes ámbitos, desde el hogar hasta en hospitales y la industria 

(QUIMINET, 2011).El cloro, es un germicida químico de uso muy extendido, 

normalmente se vende en forma de lejía una solución acuosa de hipoclorito 

sódico (NaOCl) que puede diluirse en agua para conseguir distintas 

concentraciones de cloro libre (O.M.S, 2005). 

3.13. Jabón comercial 

El jabón además de limpiar las superficies contaminantes, debe a su vez, eliminar 

las células muertas, elimina los hongos bacterias y agentes externos; de hecho, 

muchos expertos consideran que no utilizar un jabón apropiado para la piel, 

puede descompensar su pH, resecarla, hacer que pierda su elasticidad, o 

volverla más grasa de lo normal (QUIMINET, 2011). 

 



12 

 

3.14. Alcohol o etanol 

El etanol (alcohol) un desinfectante que se lo puede utilizar en diferentes 

concentraciones para su uso, lo podemos encontrar a concentración del 96%, 

para eliminar un gran porcentaje de bacterias, hongos en superficies y en la piel, 

para evitar futuras enfermedades en seres humanos, animales y plantas 

(QUIMINET, 2011). 

El etanol (alcohol) formula química C2H5OH, es un activo contra las bacterias, 

los hongos y los virus, para conseguir la máxima eficacia deben utilizarse en 

concentraciones acuosas de aproximadamente un 70% (v/v): las 

concentraciones más altas o más bajas pueden no tener tanto poder germicida.; 

una de las grandes ventajas de las soluciones acuosas de alcoholes es que no 

dejan residuo alguno en los objetos tratados (O.M.S, 2005). 

3.15. Fungicidas  

Un funguicida es un tipo particular de plaguicida que controla enfermedades 

fúngicas, inhibiendo o eliminando al hongo que causa la enfermedad, no todas 

las enfermedades causadas por hongos pueden controlarse adecuadamente con 

funguicidas, por esto es esencial determinar la causa de los síntomas antes de 

la aplicación de un funguicida para contrarrestar la contaminación en los cultivos 

(José Carlos&McGrath, M.T, 2004). Entre ellos se encuentran: Mancozeb, 

Benomyl y Cobrethane. 

3.15.1. Mancozeb 

El Mancozeb es un fungicida de Contacto o preventivo acondicionado con aceites 

vegetales y minerales que le brindan adherencia y distribución; pertenece al 

grupo de fungicidas más versátiles y ampliamente utilizados a nivel mundial, el 

Mancozeb es un fungicida protector que está indicado para la prevención de 

numerosas enfermedades fungosas de una amplia variedad de cultivo; actúa por 

estricto contacto con las esporas del hongo  sobre la superficie del tejido a 

proteger, no penetra en la hoja tiene mayor poder fungicida que otros 
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ditiocarbamatos considerados individualmente o en mezcla con otros producto, 

no desarrolla resistencia debido a que actúa en distintos puntos; por eso se 

aconseja su mezcla con otros fungicidas de acción sistémica, es compatible con 

fertilizantes foliares y aceites de uso agrícola, como actúa por contacto se 

aconseja cubrir totalmente los brotes, hojas y frutos antes que se produzca la 

aparición de las enfermedades (Guía de Productos Fitosanitarios – CASAFE, 

2009). 

3.15.2. Cobrethane  

El Cobrethane tiene efecto fungicida y bactericida, es un fungicida debido a la 

presencia de Mancozeb + Cobre, que poseen  un amplio espectro de acción 

sobre enfermedades, además es un bactericida por la presencia del Oxicloruro 

de Cobre, siendo el cobre un elemento por excelencia para el control de bacterias 

fitopatógenas, este fungicida contiene en su formulación elementos menores 

altamente disponibles y asimilables, de gran importancia para la nutrición de las 

plantas, aplicado en la semilla se convierte en fuente primaria de nutrientes para 

la planta en germinación, asimismo la protege y le da vigor, Cobrethane ofrece el 

reverdecimiento de las plantas debido al efecto fungicida-bactericida preventivo 

que permite que la planta permanezca sana por más tiempo y ayuda a fortalecer 

las hojas, así como el aporte de elementos como el Zn, Mn, Fe y Cu que actúan 

en procesos de síntesis de clorofila, fotosíntesis y crecimiento de la planta, 

también puede ser aplicado en cualquier etapa de desarrollo del cultivo: semilla, 

etapa vegetativa y etapa de floración, es por ello que el efecto y bactericida de 

Cobrethane es preventivo por lo tanto, es necesario aplicarlo al parecer los 

primeros síntomas porque el Cobrethane aniquila las esporas del hongo, 

inhibiendo su germinación y evitando el desarrollo de la enfermedad, destruyendo 

la membrana y pared celular del hongo. (Guía de Productos Fitosanitarios – 

CASAFE, 2009). 
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3.15.3. Benomyl  

El Benomyl es un fungicida sistémico, su acción es preventiva y curativa, 

controlando a los hongos patógenos antes de su penetración en las plantas, o 

bien cuando la infección recién se ha producido. (Guía de Productos 

Fitosanitarios – CASAFE, 2009). 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS  

4.1. Ubicación del área de estudio  

El trabajo de investigación se realizó en el Departamento de Pando; Municipio 

Cobija; en el Laboratorio de Biotecnología Vegetal perteneciente al Área de 

Ciencias Biológicas y Naturales de la Universidad Amazónica de Pando, ubicada 

a 11° 01´ 59,20´´de Latitud Sur y 62° 45´ 31,13´´ de Longitud Oeste (Fig. 4). 

 

Figura 4. Ubicación del laboratorio en el campus universitario. 

 

4.2. Materiales 

4.2.1. Material vegetal 

Las semillas fueron colectadas del municipio de Filadelfia de la propiedad del 

señor Adaildo Nacimento C.  (Fig. 5). 

 

Figura 5. Semillas de castaña colectadas para la investigación. 
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4.2.2. Materiales de trabajo 

Los materiales que se emplearon en la investigación fueron los siguientes (Tabla 
1). 

Tabla 1. Materiales de laboratorio utilizados en el trascurso de la investigación. 

 

Materiales y Equipos 

de Laboratorio 

Materiales de Campo 

y de Gabinete 

Materiales e Insumos de 

Desinfección y 

Reguladores de 

Crecimiento 

✓ EQUIPOS 

• Balanza analítica 

• Autoclave 

• Lupa  

• Vernier  

✓ INTRUMENTOS 

Y MATERIALES 

• Jeringas 1ml 

• Pinzas 

• Vasos 

precipitados de 

800 y 1000 ml  

• Caja Petri  

• Espátula  

• Vasos de plástico  

• Sellador  

 

 

✓ MATERIAL 

VEGETAL Y DE 

CAMPO 

• Semillas 

• Arena 

• Tierra vegetal 

 

✓ MATERIAL DE 

GABINETE 

• Cámara 

fotográfica 

• Computadora 

• Cuadernillo  

• Impresora 

• Internet 

• Lápiz 

• Planillas de 

registro 

• Regla  

✓ MATERIALES DE 

DESINFECCION 

• Agua de botellón 

• Agua destilada 

esterilizada 

• Cobrethane 

• Benomyl  

• Mancozeb 

• Jabón liquido 

• NaClo 

• Etanol 

✓ REGULADORES DE 

CRECIMIENTO 

• Giberilinas  

 

 
Fuente: Elaboración propia. 
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4.3. Métodos y procedimientos 

4.3.1. Procedimiento       

En el laboratorio de biotecnología vegetal se elaboró el procedimiento y se llevó 

a cabo el protocolo de desinfección para la castaña (Betholletia excelsa). (Tabla 

2). 

Tabla 2. Protocolos de desinfección para las semillas de castaña. 

 

PROTOCOLO DESCRIPCIÓN 

Semillas en la técnica de flotación 

1. Se seleccionó la semilla por 

tamaño, se utilizó la técnica de 

flotación y se observó en el 

estereoscopio para mayor 

viabilidad de la semilla. 

 

 
             
 

 
 
 
 
 
              Jabón líquido   

2. Se remojo las semillas 

seleccionadas, en una solución 

jabonosa por 10 min, luego se 

enjuago 3 veces con agua 

destilada autoclavada. 

Etanol 70% 

3. Se remojo las semillas en etanol al 

70% durante 20 seg, y se enjuago 

3 veces con agua destilada (para 

los 3 tratamientos). 
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NaClO 

 

4. Se remojo en una solución de 

hipoclorito de sodio (NaClO) al 2,5 

todas las semillas por 15 min. 

 
  

Fungicidas  

5. Se remojo 40 semillas en una 

solución de Benomyl 5g/L por 2 

horas, removiendo cada 10 min. 

Para el tratamiento 1 

 

6. Se remojo 40 semillas en una 
solución de 5g/L Cobrethane por 2 
horas, removiendo cada 10 min. 
Para el tratamiento 2 
 

7. Se remojo 40 semillas en una 

solución de Mancozeb 5g/L por 2 

horas, removiendo cada 10 min. 

Para el tratamiento 3 

 
Sembrado de semillas. 

8. Se sembró las semillas en arena 
autoclavada y tierra vegetal. 

 

Fuente: Elaboración propia. 
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4.4. Tipos de sustratos  

El sembrado de cada tratamiento, se realizó en ambientes totalmente 

esterilizado, que consistió en aplicar dos tipos de sustratos (arena y tierra 

vegetal), para cada tratamiento (Tabla 3), asimismo se colocó giberilina en las 

semillas. Obteniendo 6 tratamientos con 20 repeticiones, y luego fueron 

trasladados con cuidado a la sala de crecimiento donde se controló a una 

temperatura media de 27 C°, para ser evaluadas. 

Tabla 3. Tipos de sustratos utilizados en la siembra. 

 

Factor A Factor B Tratamiento 

Benomyl (B) Arena (A) RA=r 20 

Tierra vegetal (TV) RTV=r 20 

Cobrethane (C) Arena  (A) RA=r 20 

Tierra vegetal  (TV) RTV=r 20 

Mancozeb (M) Arena (A) RA=r 20 

Tierra vegetal  (TV) RTV=r 20 
 
Fuente: Elaboración propia. 

 
 
Difactorial 2*3=6*20=120 und 
 
Los factores de varianza en estudio son:  

- 3 tipos de funguicidas: B, C y M  

- 2 tipos de sustratos: A y TV. 

 

4.5. Diseño estadístico  

El diseño que se empleó para el trabajo de investigación es completamente al 

azar con 20 repeticiones, por lo tanto el número de unidades experimentales fue 

de 3 x 2=6x20 =120. Con un arreglo Difactorial distribuidos completamente al 

azar. (Tabla 3). 
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4.5.1. Modelo estadístico  

                                                  

𝒀𝒊𝒋𝒌𝒍=𝝁+𝑩𝒊+𝑻𝒋+𝑬𝒌+𝝐𝒊𝒋𝒌𝒍 

Donde:  

𝑌𝑖𝑗𝑘𝑙= Variable respuesta en la j-ésima repetición del i-ésimo tratamiento  

𝜇 = Media general  

𝐵𝑖= Efecto del i-ésimo bloque o repetición  

𝑇𝑗= Efecto de la j-esima de sustratos  

𝐸𝑘= Efecto del k-ésimo tipos de funguicidas 

𝐼.j.k= Efecto de la interaccion  

𝜖𝑖𝑗𝑘𝑙= Error experimental 

 

 

4.6. Variable de respuesta  

Las variables de respuesta a evaluar, en el proceso de germinación son: 

4.6.1. Contaminación de semillas de castaña 

La contaminación se evaluó durante tres meses, cada dos semanas, donde se 

tomó 30 muestras del material vegetal contaminado, aplicando los métodos de 

tinción en las muestras y se procedió a observar en el microscopio compuesto 

con una resolución de 40x, (Fig. 6) para su identificación de los microorganismos 

se guio con el “MANUAL DE PROCEDIMIENTOS Y TÉCNICAS DE 

LABORATORIO PARA LA IDENTIFICACIÓN DE HONGOS” (Instituto nacional 

de salud de Perú, 2007). 
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Figura 6. Identificación del hongo Aspergillus spp y A. niger, en el cultivo de castaña. 

 
 

4.6.2. Número de plantas germinadas de castaña 

Se determinó el número de plantas germinadas (Bertholletia excelsa), cada 10 

días durante tres meses para cada tratamiento. (Fig. 7) 

 

Figura 7. Plantas germinadas de castaña (Bertholletia excelsa) 
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4.6.3. Altura de planta de castaña 

Se evaluó la altura de cada planta utilizando una regla de 30cm y se midió cada 

planta a los 5 días de germinación y luego se evaluó la altura cada 10 días 

durante 2 meses. (Fig. 8).  

 

Figura 8. Medición de las plantas de castaña con una regla. 

 

4.6.4. Diámetro de plantas de castaña 

Se obtuvo el diámetro de cada planta con la ayuda del Vernier utilizando este 

aparato se midió cada planta a los 60 días de germinación. (Fig. 9). 

 

Figura 9. Medición de la planta de castaña con el Vernier 
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5. RESULTADOS 

5.1. Análisis de varianza  

El análisis de varianza mostro que no existe diferencia significativa para la 

interacción entre sustrato y fungicida al p<0,01, para las variables contaminación, 

número de plantas germinadas, altura de planta, y diámetro. Por lo tanto, las 

variables son independientes. Para el análisis de varianza, para el factor tipos de 

funguicida mostro que existe diferencia significativa, al p< 0,01 para la variable 

contaminación, número de germinación por planta y altura de planta (Tabla 4). 

Tabla 4. Análisis de varianzas de las variables. 

 

F.V Analísis de varianza  

Cuadrados Medios 

 Contaminación  Número de 
Planta 

germinada 

Altura Diámetro  

Funguicidas  
3.30**    

 
4.23**    

 
15.31**   

 
0.01ns 

Sustratos  
1.89ns 

 
0.74ns 

 
23.87** 

 
 0.025ns   

Fungicida* 
Sustrato  
 

 
0.17ns     

 
0.01ns    

 
0.03ns 

 
0.026ns     

     

CV (%)  
29.26 

 
25.67 

 
22.30 

 
28.11 

 
Fuente: Elaboración propia. 

 
 C.V.= Coeficiente de Variación     **=Significativo al 95%   ns= No Significativo 
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Para el análisis de comparaciones de medias, se observó que el funguicida 

Cobrethane es estadísticamente inferior 1.17 (55%) de plantas contaminadas a 

diferencia de los otros fungicidas que se mostraron superior 1.47-1.75 (75% y 

90%). (Fig.10). 

 
Figura 10. Contaminación de semillas de castaña. 

 

5.1.1. Analisis de varianza para número de planta germinada 

El análisis  para comparaciones de medias para el número de planta germinada 

en relación al tipo de fungicida, se observó que obtuvo 25 plantas germinadas 

con el fungicida Cobrethane, estadísticamente superior  en comparación a los 

otros que son estadísticamente inferior (15-8 de planta germinadas)  (Fig.11). 
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Figura 11. Tipos de funguicidas en la variable germinación de plantas de castaña. 

 

 

5.1.2. Análisis de varianza para altura de planta 

Para comparaciones de medias en la variable altura de planta  en relación al tipo 

de fungicida, se obtuvo mayor altura estadisticamente de (8.27) para el fungicida 

Cobrethane, en comparación a los otros que son estadísticamente inferior (1.97-

4.20). (Fig. 12). 

 
Figura 12.Tipos de fungicidas en la variable altura de planta. 
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5.1.3. Analisis de varianza tipo de sustrato 

Para el análisis de variancia del factor tipo de sustrato muestra que no existe 

diferencia significativa para las variables número de plantas germinadas  y 

diámetro p< 0,05, existe diferencia significativa al p< 0,05 para la variable altura 

de planta  (Fig. 13). 

 

Figura 13. Tipos de sustratos en la variable altura de planta. 

 
El análisis de comparación de medias para la variable altura de planta, mostró 

que si hay diferencia significativa (p< 0,01) en función al tipo de sustrato. Se 

observó mayor altura de planta, estadísticamente con tierra vegetal (6.9), a 

comparación de la arena que fue estadísticamente inferior (2.7). (Fig. 13). 
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6. DISCUSIÓN  

a) Contaminación  

La presencia de agentes contaminantes ya sean bacterias u hongos en los 

cultivos ex vitro se debe a varios factores, entre los que sobresalen la asociación 

del ex plante a su medio, así como las condiciones de la introducción y la fuente 

origen del material vegetal; de ahí la importancia de obtener un material vegetal 

adecuado para usarlo como ex plante (Mroginski y Roca, 1991). Esto fue evidente 

en la presente investigación, ya que cuando se introdujo material proveniente de 

campo, hubo altos porcentajes de contaminación. 

Se menciona que la contaminación, más que matar a los embriones 

directamente, invade el cultivo haciendo que la semilla no sea apta para su 

desarrollo dentro del laboratorio (Alonso y Gómez, 2002). En la presente 

investigación se observó que la contaminación por hongos impidió el primer brote 

apical en las semillas. 

Según (Acosta et al., 2005) indica que la aplicación de fungicidas preventivos de 

contacto Mancozeb (10 g/l) controlan las contaminaciones. En la presente 

investigación se utilizó Cobrethane, Mancozeb y Benomyl como previa 

desinfección para las semillas, lo cual el fungicida Mancozeb tuvo menor reacción 

con las semillas provocando así en su mayoría la muerte del material vegetal, sin 

embargo el funguicida cobrethane obtuvo un mejor resultado disminuyendo la 

contaminación en las semillas de castaña. 

 

b) Germinación de plántulas  

(Loomis y Connor, 2002) afirman que la germinación es el proceso de reactivación 

metabólica de la semilla y la emergencia de la radícula (raíz) y la plúmula (tallo), a 

través del tegumento externo de la semilla (testa). 

Para una evaluación de germinación se utilizan semillas viables (morfología 

normal, completas, testa entera, coloración característica de acuerdo a la especie, 

los cuales se observa con un estereoscopio, o con el método de flotación. 
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(Emongor et al., 2004). En la presente investigación se usó el método de flotación 

y luego se observaron las semillas con el estereoscopio para obtener mayor 

viabilidad de germinación. 

Aunque a nivel regional no se ha determinado cual es el funguicida apropiado para 

la desinfección de las almendras, se recomienda el uso de Benomyl (benlate) por 

ser un producto de amplio espectro, la solución deber ser preparada en una 

concentración del 0.03%, es decir, 3 gr de benlate por cada litro de agua, las 

semillas deben permanecer completamente inmersas en esta solución por un 

periodo de 90 minutos, debiendo agitarse periódicamente el caldo fúngico para 

evitar la sedimentación del producto (Muller, et al., 1989). En la presente 

investigación se utilizaron tres fungicidas: Mancozeb, Benomyl y Cobrethane, se 

utilizó 5gr del fungicida Benomyl y Mancozeb en el cultivo de castaña, obteniendo 

un resultado no favorable en cuanto a la germinación de plántulas, debido a que 

estos funguicidas no controlan  a los microorganismos, impidiendo la germinación 

y desarrollo del ápice apical, mientras que en la aplicación del fungicida 

Cobrethane se obtuvo mejores resultados en germinación obteniendo plántulas  

libre de patógenos, mejor  que en la aplicación de los otros fungicidas. 

Existen compuestos que estimulan la germinación, entre los más usados están: 

nitrato de potasio, tiourea, etileno, giberilina (GA3), entre otros, todo este tipo de 

sustancias se emplean a diferentes concentraciones y tiempos de exposición, 

dependiendo de la especie de que se trate (INTA, 2011). En la presente 

investigación se utilizó 3ml de la hormona giberilina así, se ha comprobado que, 

en numerosas semillas el (GA3), contrarresta el efecto de latencia en las semillas 

de castaña. 

c) Altura de planta  

 

Para un mayor crecimiento y desarrollo de las  plántulas se requiere de un buen  

sustrato que le brinde todos los nutrientes necesarios a la planta  y abundante 

agua para la formación de un buen sistema  radicular, el cual es un factor muy 
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importante para la supervivencia y para un buen crecimiento inicial en campo,  la 

tierra vegetal es una mezcla de arena, limo, arcilla y materia orgánica, junto con 

los microorganismos correspondientes proporcionando los nutrientes necesarios 

para que la planta crezca vigorosamente (Strauch, 2001). En la presente 

investigación se utilizó arena autoclavada y tierra vegetal, quien favoreció al 

crecimiento de la plántula fue la tierra vegetal obteniendo plántulas vigorosas y 

grandes, este sustrato ayudo a la plántula a crecer satisfactoriamente, asimismo 

el fungicida Cobrethane disminuyo la contaminación, permitiendo la germinación 

de la plántula. 

 

d) Sustratos 

 

La cantidad de materiales orgánicos usados en los sustratos varía 

considerablemente, generalmente entre 25 a 50 % (del volumen), pero a veces 

alcanza el 100%, las  mezclas que contienen más del 50 % de materia orgánica, 

pueden tener menos espacio  poroso (Ruano, 2008). En la presente investigación 

se utilizó dos tipos de sustrato arena y tierra vegetal.  

La arena de río es un material inorgánico que forma parte de un sustrato, tiene 

como función principal la de producir y mantener una estructura de macroporos 

que aporta aireación y drenaje, presenta una nula capacidad de intercambio 

catiónico y proporciona al medio una base química inerte (Landis et al., 1990).  

El mejor sustrato para la germinación es la arena pura lavada (sin lodo); la arena 

es un material que no ocurre descomposición de sus elementos y no hay mucha 

proliferación de patógenos que pueden causar pudrición de las semillas y mejor 

aireación; además, este sustrato no se compacta, y permite que las plántulas 

puedan ser retiradas sin dañar su sistema radicular, se debe evitar el uso de 

materia orgánica fresca, ya que puede causar fermentación y consecuentemente 

aumento de hongos (Muller, et al., 1989). En la presente investigación se utilizó 

dos tipos de sustratos: arena autoclavada y tierra vegetal; en el sembrado del 

cultivo con la arena autoclavada se obtuvo la pudrición e inhibición de las semillas 
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en la mayoría de las repeticiones, se observó bajos resultados de germinación, 

debido a que la arena es muy porosa estimulando la humedad en el cultivo, 

provocando la pudrición de las semillas. La tierra vegetal contiene muchos 

microrganismos y nutrientes que benefician a la planta en su desarrollo (Ruano, 

2008). En la presente investigación se utilizó este sustrato en el cultivo de castaña 

donde se observó que la tierra vegetal fue más eficiente que la arena, obteniendo 

en su mayoría la germinación de plántulas vigorosas de castaña. 
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7. CONCLUSIÓN 

Sobre la base de los objetivos planteados y los resultados obtenidos se llegaron 

a las siguientes conclusiones: 

✓ Para la propagación ex vitro de castaña por semillas libre de 

microrganismos y con mayor germinación, el mejor fungicida es 

Cobrethane con un 29% de plantas germinadas. 

 

✓ Para la identificación de los hongos que contaminan las semillas de 

castaña en la etapa de germinación ex vitro, se observó al Aspergillus spp 

y A. niger, causantes de la contaminación en el cultivo. 

 
 

✓ Para la determinación del porcentaje de germinación en semillas de 

castaña (Bertholletia excelsa) en los diferentes tratamientos, se observó 

un total de 51% de germinación de plántulas (Cobrethane 29%, Mancozeb 

15%, Benomyl 7%). 
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8. RECOMENDACIONES  
 

❖ Desinfectar cuidadosamente las semillas para no causar rajaduras en las 

mismas. 

❖ Sembrar la semilla a 5cm para que pueda brotar rápidamente. 

❖ Utilizar las semillas de castañas de una sola planta madre. 

❖ Se recomienda aumentar la dosis de Cobrethane dependiendo a la 

cantidad de semillas.  

❖ Usar giberilina (GA3), en diferentes cantidades. 
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ANEXOS 

 

 
     Anexo 1. Semillas de castaña remojando              Anexo 2. Semillas de castaña secando  

 

 

 

 

        Anexo 3. Semillas de castaña peladas                 Anexo 4. Preparación de NaClO 
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   Anexo 5. Semillas en solución jabonosa                    Anexo 6. Semillas en etanol  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Anexo 7. Mancozeb, Cobrethane y Benomyl              Anexo 8. Preparación de los fungicidas  
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Anexo 9. Remojo de semillas en los fungicidas                   Anexo 10. Semillas secando  

 

 

 

 

Anexo 11. Preparación de la arena para el sembrado        Anexo 12. Sembrado de las castañas 
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 Anexo 13. Sembrado de semillas en arena            Anexo 14. Plántulas de castaña germinadas  

 

 

 

 

 

 
Anexo 15. Plántulas de castaña en arena y tierra vegetal 


