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RESUMEN

En Ecuador no se dispone de técnicas de propagacion de plantas a nivel comercial que permitan establecer
bancos clonales de arboles plus de Caesalpinia spinosa (Mol.) O. Kuntz (guarango), lo cual limita el desarrollo
de protocolos de propagacion in vitro de esta especie. El objetivo del presente trabajo fue establecer un
banco clonal de C. spinosa mediante la seleccion de arboles plus e injerto. Se seleccionaron arboles plus de
guarango pertenecientes a la provincia de Chimborazo, cantdon Guano, en base a la altura total, altura al
comienzo dela copa, altura de copa, superficie de copa, simetria de copa, floracion, produccion de frutos y
contenido de taninos en la vaina. Las plantas patrones para realizar los injertos se obtuvieron a partir de
semillas escarificadas, remojadas durante 48 horas a temperatura ambiente y sembradas en camas de
1.0x 3.0 m. Alos 40 dias, las plantulas fueron trasplantadas a bolsas y a los 16 meses se realizaron los
injertos en las plantas patrones. Se utilizaron tres tipos de injerto (hendidura simple en el patron, hendidura
simple en la play escudete). Por cada uno se usaron 100 patrones. De ocho arboles plus colectados en
campo se seleccion6 el ecotipo CHSt03 para realizar los injertos, pues fue quien mayor altura total
(6.6m), altura al comienzo de la copa (2.2m), superficie de copa (>70%), volumen de copa (>10%),
simetria de copa (1), Frutos (40kg/arbol) y contenido de polifenoles totales en vainas (5870 ugEAGgMS )
mostré. El injerto mediante hendidura simple en el patron tuvo el mayor porcentaje de prendimiento
(80%). Estos resultados permitieron establecer un banco clonal de 80 plantas injertadas de C. spinosa
del ecotipo CHSt03, lo cual sienta las bases para desarrollar protocolos de propagacion in vitro de esta
especie forestal, nativa de Ecuador.
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Establishment of a clonal bank of Caesalpinia spinosa (Mol.) O. Kuntz
by selection of plus trees and grafting

ABSTRACT

In Ecuador, plant propagation techniques are not available commercially to establish clonal banks of
Caesalpinia spinosa (Mol.) O. Kuntz (guarango) plus trees, which limits the development of in vitro
propagation protocols of this specie. The objective of the present work was to establish a clonal bank of
C. spinosa by selecting plus trees and grafting. Guarango trees belonging to the province of Chimborazo,
Guano canton were selected based on total height, height at the beginning of the crown, height of crown,
crown surface, crown symmetry, flowering, fruit production and content of tannins in the pod. The patron
plants to make the grafts were obtained from scarified seeds, soaked for 48 hours at room temperature
and planted in beds of 1.0 x 3.0 m. At 40 days, the seedlings were transplanted into pockets and at 16
months the grafts were made in the patron plants. Three types of graft were used (simple slit in the
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patron, single slit in the spike and bud grafting). For each, 100 patron were used. Of the eight trees plus
collected in thefield, the ecotype CHSt03 was used to make the grafts. It was showed the highest total height
(6.6m), height at the beginning of the cup (2.2m), cup surface (> 70%), cup volume (> 10%), cup symmetry
(2), fruit (40kg/ tree) and total polyphenol content in pods (5870 ugEAGgMS?). The graft by simple slitin the
patron had the highest stuck percentage (80%). These results allowed to establish a clonal bank of 80 plants
grafted of C. spinosa of the ecotype CHSt03, which establish the bases to develop protocols for in vitro

propagation of this forest species, native of Ecuador.

Keywords: biodiversity, biotechnology, forestry, industry, tannins

INTRODUCCION

Caesalpinia spinosa (Mol.) O. Kuntz conocida
comUinmente como guarango o tara es una
especie leguminosa forestal muy importante
en Perd y Ecuador. Este arbol se encuentra
en los bosques secos tropicales que
prosperan en lugares aridos o desérticos,
donde puede tener una alta productividad
(Balaguer et al., 2011).

La especie tiene un gran valor ecolégico y
comercial. Sus vainas y semillas se usan
para la extraccion de taninos y otros
compuestos de valor industrial (de la Cruz,
2004; Larrea, 2011). Debido a su tala
indiscriminada en Ecuador ha decrecido
significativamente la cantidad de ejemplares,
motivo por el cual se requiere establecer una
pronta recuperacion de este valioso recurso
fitogenético (Rodriguez y Apolinario, 2015).
La biotecnologia vegetal pudiera resultar una
valiosa herramienta para en un corto tiempo
propagar masivamente arboles plus en
relacién con su respuestas dasométricas y
productivas. Un factor indispensable es que
los materiales vegetales seleccionados estén
bien adaptados a las regiones ecolégicas del
pais (Bonilla et al., 2016).

Sin embargo, en Ecuador no se conoce en
condiciones de campo cuales son los &rboles
de C. spinosa con mejores caracteristicas
dasométricas ni de mayor contenido de
taninos en sus vainas. Adicionalmente no se
dispone de técnicas de propagacion de
plantas a nivel comercial que permitan
establecer bancos clonales de arboles plus
de C. spinosa, lo cual limita el desarrollo de
protocolos de propagacion in vitro de esta
especie.

En base a la problematica anterior el presente
trabajo se propuso como objetivo establecer
un banco clonal de C. spinosa mediante la
seleccién de &rboles plus e injerto.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH)
en el periodo de enero del 2012 a diciembre
del 2014. Los sitios muestreados se ubicaron
en la provincia de Chimborazo (Fig. 1).

Seleccidn de arboles plus

El proceso de seleccion de arboles plus se
comenz6 con la definicion de las
caracteristicas de un é&rbol plus, segun los
objetivos. Estas variaron de acuerdo con la
especie y la orientacién de la explotacion. Se
utilizé el Método de valoracion Individual (Ipinza,
1998). Se recorrié previamente la poblacion, a
fin de tener una idea completa de la variacion.

Los pasos en la seleccién de &rboles plus
fueron los siguientes:

¢ se definio el método de seleccion: método
de valoracion individual,

o se definié el rasgo de interésy los requisitos
minimos de los &rboles candidatos,

e se eligieron las areas y poblaciones de
seleccion,

e serecorrieron sistematicamente las areas
elegidas y se seleccionaron los &rboles
candidatos,

e se descartaron los arboles candidatos
que no cumplieron con los requisitos
preestablecidos,

e se aplicaron las pautas contenidas en el
formulario de evaluacion de campo a los
arboles que quedaron,

e se calculd el puntaje final de cada arbol
candidato y se seleccioné el puntaje superior,
e se determind si era o no un arbol plus.

Para determinar si los arboles candidatos
seleccionados se consideraban éarboles plus
fueron seguidas las pautas (Tabla 1) y
formularios para la seleccion de &rboles plus
de C.spinosa propuestos por Flores y Chavarry
(2005).
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Figura 1. Ubicacion georeferenciada de los sitios donde se realizaron las evaluaciones de
campo para seleccionar arboles plus de C. spinosa en el canton Guano provincia Chimborazo.

Tabla 1. Criterios relevantes para seleccionar arboles plus de C. spinosa propuestos

por Flores y Chévarry (2005).

Criterios

Indicadores

Objetivo
taninos

Datos dasométricos

Produccién de frutos (kg/arbol) y concentracion en

Altura total (m), altura de copa (m), altura de comienzo

de copa (m), diametro de copa (m), simetria de copa

(%), superficie de copa (%), volumen de copa (m3)

Fenologia
Tolerancia natural
Sanidad

Edad base 10 afios

Floracion y fructificacion
Enfermedades, plagas y epifitas
Estado fitosanitario al momento de la seleccién

Los formularios empleados contenian como
acapites:

una informacion general (institucion,
seleccionador, fecha, croquis, nimero de
arbol plus, edad, propietario, origen,
distribucion, exposicién, pendiente, tipo de
suelo, especies asociadas, tratamientos
silviculturales, zona de vida, altitud, &rea,
departamento, provincia, localidad,
ubicacion: coordenadas UTM),

los datos dasométricos (se consideré un
minimo de cinco &rboles de comparacion,
en caso de poblaciones coetaneas y en

caso de arboles de edades mdltiples y
dispersos, se tomaron solo los datos
correspondientes al arbol candidato),
otorgamiento de un puntaje a cada &rbol
candidato segun una valoracién subjetiva
de los arboles de comparacién ( en caso
de &rboles de edades multiples y dispersos,
se tomaron solo los datos del arbol
candidato),

registros de puntajes (se emplearon las
variables objetivas y subjetivas de acuerdo
con los criterios para la seleccion de
arboles plus).
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Ademaés, se cuantifico el contenido de
polifenoles totales en vainas de los arboles
seleccionados. Para ello, se colectaron vainas
maduras y se trasladaron al laboratorio. Se
separaron las vainas sanas de aquellas
consideradas como defectuosas (quemadas,
presencia de hongos, picadas, etc.). Las
semillas fueron eliminadas mediante el
rompimiento manual de las vainas. Se procedié
a la molienda de las vainas con ayuda de un
molinillo manual hasta obtener un polvo fino que
se almacend en bolsas de polietileno selladas,
en un lugar seco a temperatura ambiente.

Para la obtencién del extracto supercritico de
vainas de tara se utilizd un equipo extractor
supercritico (Speed SFE unit, modelo 7071,
AppliedSeparations, Allentown PA), el cual
consiste en un enfriador (Julabo F200 con
refrigerante R134a. Seelbach, Alemania), una
bomba de alta presion para CO,, una bomba
para ingresar el etanol (de desplazamiento
positivo HPLC- Pumpe K-501), una cdmara de
calentamiento, un vaso de extraccion, un
regulador de presion, recipientes para recibir
el extracto y un medidor de flujo de salida de
CO,.A5.0 g de polvo en un vaso de precipitado
de 250 ml de capacidad se agregaron 5.0 ml
de etanol absoluto gota a gota, tratando de
humectar en forma uniforme el polvo. Luego el
vaso se tap6 con Parafilm y se dej6é por 16
horas hasta el momento de la extraccion super
critica.

Posteriormente, en un vaso extractor de 50 ml
de acero inoxidable se cargd aproximadamente
5.0 g de muestra (previamente tratada con co-
solvente) usando como soportes lana de vidrio
y tierra de diatomea Celite. La extraccion se
realizé a una temperatura constante de 40°C y
una presién variable entre 500 y 550 bar;
durante un tiempo de extraccion de 30 min, un
flujo de salida de CO,de 2.5 | min* y una
temperatura de la valvula de 120°C. El extracto
se recibié en tubos de vidrio (propios del
equipo), inmersos en un bafio de agua/hielo.
Cuando fue necesario el extracto se filtré en
embudo analitico con ayuda de algodén y
posteriormente se afor6 a 10 ml con etanol
absoluto.El extracto se almacen6 a -20°C hasta
su analisis. Se preparé un pool de extractos
obtenido de las extracciones realizadas.

El procedimiento de cuantificacion del
contenido de polifenoles consisti6 en una
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adaptacion del método descrito por Gutfinger
(1981) para polifenoles en aceite de oliva. Este
método se refiere a una mezcla de 4cido
fosfotungstico (H,PW ,O,) vy acido
fosfomolibdico (H,PMo,,0,), que se reduce;
por oxidacion de los fenoles, a una mezcla de
6xidos de tungsteno (W,O,.) y de molibdeno
(Mo,O,,). La coloracion azul producida posee
una absorcibn maxima a 700 nm y es
proporcional al contenido de compuestos
fendlicos (Ribéreau et al., 1970). Se determiné
la absorbancia de la solucién con un
espectrofotémetro UV/VIS (BeckmanCoulter
DU1800) a 700 nm. El contenido de fenoles
totales se calcul6 con el empleo de una curva
patron de &cido gélico (AG), de un rango de
linealidad de 1000-8000 mg I* (R?=0.9954). Los
resultados son la media de tres muestras
analizadas, repetidas tres veces, por cada arbol
seleccionado, expresados como microgramos
equivalentes de &cido galico (AG) por gramos
de masa seca (LgEAG gMS1).

Establecimiento de un banco clonal

Se utilizaron semillas colectadas en el mes de
marzo del 2012, las cuales fueron
escarificadas, remojadas en agua durante 48
horas a temperatura ambiente y sembradas en
camas de 1.0 x3.0 m. El sustrato que se utilizé
estuvo compuesto por turba y tierra negra en
una proporcién de 4:1. Se us6 un cobertor por
una semana para mantener una humedad
relativa superior al 70% y una intensidad
luminosa del 25%. Posteriormente se retird el
cobertor.

A los 40 dias de la siembra, las plantulas
obtenidas fueron trasplantadas en bolsas de
polietileno negro (9.0 x 12.0 pulgadas) y
mantenidas en condiciones de casa de cultivo
protegido. A los 15 meses las plantas fueron
utilizadas como patrones para realizar los
injertos. Se emplearon tres tipos de injerto y
por cada uno se utilizaron 100 plantas patrones.

Injerto de hendidura simple en el patrén: las
plantas fueron decapitadas mediante un corte
transversal a una altura de 20 cm de la base y
se realizé en el patron una hendidura con una
profundidad de 4.0 a 5.0 cm, acorde con lo
descrito por Flores y Chavarry (2005). Una vez
realizado el corte, se sell6 en su parte terminal
con Parafilm® con el fin de evitar la
deshidratacién del tejido cortado y su oxidacion.
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Para preparar la pla, en su extremo terminal
se practicé un corte biselado en forma
longitudinal, de manera que al realizar el otro
corte en la pda coincidieran uniformemente. La
pua fue colocada cuidadosamente en la
hendidura del patron para que los tejidos
cambiales de ambas porciones coincidieran.

Injerto de hendidura simple en la pua: se invirtié
el manejo del corte del tratamiento anterior,
donde en el patrén se efectud un corte en forma
de bisel hasta alcanzar forma de pUa, mientras
en la pla se realiz6 un corte en forma de V.
Este tipo de injerto se conoce cominmente
como injerto de caballito. El procedimiento de
sellado se efectué de modo similar al descrito
anteriormente.

Injerto escudete: se realiz6 un corte en larama
adulta de alrededor de 1.2 cm por debajo de la
yemay de 1.9 cm de profundidad. En la planta
patron se eligié una zona sin yemas y se realizé
un corte en forma de T y se colocoé el esqueje
con layema por debajo de la corteza del patrén
cuidadosamente.

En los tres tipos de injertos para mantener el
esqueje o la yema en su lugar se rode6 el
patrén con una cinta para injertos se ajusto y
se cubrid la yema.

Previo a la colocacion de la cinta se aplic6 una
pasta cicatrizante (Fertiberia, Ref 7258303).
Finalmente se coloc6 una funda pléstica blanca,
invertida boca abajo, se utiliz6 como soporte
un tutor de madera de una longitud que
sobrepaso los 10 cm de la altura de la planta
injertada, de tal manera que el injerto o la pta
quedé en el interior. La abertura de la funda fue
atada a labase del patrén y se practic6 un corte
de 5.0 cm para facilitar el intercambio gaseoso
entre la pla y el medio exterior y reducir la
temperatura en el interior de la bolsa y la
condensacion de agua.

A los cinco meses de realizados los injertos,
se evalu6 el numero de injertos prendidos en
diez bloques aleatorios que contenian diez
plantas cada uno y se calcul6 el porcentaje de
prendimiento.

Procesamiento estadistico

Para la seleccién del arbol mejor candidato
para iniciar el cultivo in vitro se realiz6 un
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analisis estadistico de las variables
cuantitativas referidas a la cantidad de frutos
por arbol y al contenido de polifenoles. Para
comprobar la homogeneidad y normalidad
de los datos se utilizé la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y para comprobar las
diferencias estadisticas entre las medias
la prueba H de Kruskall Wallis. Se utilizé
un disefio completamente aleatorizado en
los tres tipos de injertos para su ubicacion
en vivero. En cada tipo de injerto se
establecieron 10 grupos de 10 plantas y en
cada uno de ellos se determing el porcentaje
de prendimiento a los cinco meses. El
analisis estadistico del contenido de
polifenoles de los extractos supercriticos de
vaina se realizé a partir de los datos
experimentales de tres muestras repetidas
tres veces (n=9) por cada arbol seleccionado.
Para el procesamiento estadistico de los
ensayos se utilizé el paquete IBM SPSS
Statistics version 22.00.

RESULTADOS Y DISCUSION

Atendiendo a los criterios seguidos, en los
sitios de muestreo se seleccionaron ocho
arboles plus (Tabla 2). Los ocho cumplieron
con los demés estdndares de seleccion
prefijados, como es el caso de ser un arbol
sano, con una copa simétrica (=1), la
superficie de la copa >70%, el volumen de la
copa > 10 m?, la altura de la copa superior a
3.5, con un porciento de floracién y
produccion de frutos >60%. Sin embargo,
dentro de ellos, las variables mas
importantes para la seleccién, en este caso
la produccion de frutos por arbol (kg/arbol) y
el contenido de polifenoles, fueron
significativamente superiores en el ecotipo
CHSt03.

Autores como Diaz et al. (2015) evaluaron la
respuesta de diferentes variables
dasométricas de Caesalpinia platyloba S.
Watson de un modo similar al utilizado en el
presente trabajo. Sin embargo, aunque los
autores utilizaron estas variables para
estimar el potencial de secuestro de carbono
de esta especie y seleccionar arboles
promisorios, este método de evaluacion
sirvi6 para seleccionar arboles plus de C.
spinosa, los cuales permitirian disponer de
material vegetal para apoyar programas de
propagacion in vitro via biotecnolégica.
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Asi mismo, Olivares et al. (2013) identificaron
especies promisorias de leguminosas
(Pithecellobium dulce (Roxb.)
Benth, Haematoxylum brasiletto Karts
y Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth, mediante
el uso de variables dasométrica. Sin
embargo, el objetivo de estos autores fue
seleccionar aquellas que mejores
perspectivas reunian para ser utilizadas en
ranchos ganaderos del sur del Estado de
México como fuente de alimentacion sin
utilizar la micropropagacion.

Las caracteristicas que se elijan para la
seleccién de un arbol plus deben ser aquellas
gue estén directamente relacionadas con el
objetivo del programa de mejoramiento
genético o de propagacion. Una vez definidas,
se estima la ponderacién econdmica de cada
variable, es decir, su efecto en el producto
econdmico. Por ejemplo, en un proceso de
produccién de pulpa, las variables que
exhiben mayor importancia econémica son
el rendimiento pulpable, la densidad de la
maderay finalmente el volumen. Esto implica
gue desde el punto de vista préactico la
densidad de la madera y el volumen no
pueden quedar fuera del proceso de
seleccidn. Posteriormente, si no se dispone
de valores de heredabilidad de la especie y
de la localidad en estudio, se pueden estimar
a base de valores estandar, en este caso se
recomienda utilizar valores conservadores
(Ipinza, 1998). En el caso de C. spinosa, las
variables como cantidad de frutos por arbol
(kg/éarbol), floracion y produccién de frutos
(%) y el contenido de polifenoles, las cuales
estdn relacionadas con el producto
comercial, en este caso el fruto, fueron las
predominantes para la selecciéon de este
ecotipo.

En relacién con la importancia de los frutos
de C. spinosa, como fuente de compuestos
fendlicos, se han logrado aislar gomas que
tienen amplio uso en la produccién de
alimentos, asi como ingredientes de pinturas.
Asimismo, numerosos compuestos
metabdlicos se obtienen a partir de sus vainas
como productos cosméticos, medicinas,
compuestos quimicos y farmacéuticos debido
a su actividad antitumoral, antimicrobiana y
antioxidante (Chanwitheesuk et al., 2007). En
los &rboles seleccionados en este trabajo se
obtuvieron niveles de polifenoles en
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cantidades aproximadas a las descritas en
la literatura internacional. Mancero (2008)
determind que en las vainas de C. spinosa
existia un contenido de taninos superior a
6200 ug EAG gMS, con la presencia de 40%
a un 60% de taninos hidrosolubles como el
acido gélico, lo cual fue superior a los
resultados de este trabajo. Sin embargo,
estos resultados podrian ser consecuencia
de que los &rboles seleccionados procedian
de una regibn méas seca que la descrita en
este estudio. Se conoce que la acumulacién
de compuestos fendlicos esta influenciada
por las condiciones climéticas, y la sequia
es un factor estresante que favorece su
acumulacion (Vargas-Alvarez et al., 2005).

Entre los ocho arboles plus se selecciond el
ecotipo CHSt03 para realizar los injertos,
pues fue el de mayor altura total (6.6 m),
altura al comienzo de la copa (2.2 m),
superficie de copa (>70%), volumen de copa
(>10%), simetria de copa (1), Frutos (40 kg/
arbol) y contenido de taninos (5870 ngEAG
gMS1) (Tabla 2 y Fig. 2A).

Después de cinco meses de realizados los
injertos se observé que el de hendidura
simple en patrén, tuvo el mayor porcentaje
de prendimiento (80%) mientras que, el
menos eficiente fue el injerto por escudete
(3.0%) (Fig. 3).

Los resultados de este trabajo fueron
superiores a los referidos por Flores y Chavarry
(2005), quienes lograron un 73.3% de
prendimiento al utilizar el injerto diametral simple
en el patron. Asi mismo, el injerto por hendidura
diametral simple fue el que mejores resultados
arroj6 para estos autores, lo cual coincide con la
presente experiencia. Este tipo de injerto también
puede ser utilizado para clonar plantas adultas
de C. spinosa y establecer sistemas de
macropropagacion eficientes que mantengan
la estabilidad genética. La técnica de
propagacion por injerto depende principalmente
de la experiencia del injertador, del estado
fenolégico de crecimiento que presenten las
puas de los arboles seleccionados, el vigor de
las plantas utilizadas como portainjertos y en
especial, los cuidados requeridos para su
mantenimiento en vivero y campo, por lo que
estos son los factores més importantes que
deben tenerse en cuenta para el éxito del injerto
(Aparicio-Renteria et al., 2013).
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Figura 2. Revigorizacion de arbol adulto de C. spinosa. A) Ecotipo CHSt03
de C. spinosa, seleccionado en base a caracteristicas dasométricas y al
contenido de taninos en la vaina. B) Injerto por hendidura simple (en la pta
o en patrén). C) Injerto de yema (escudete). D) Banco clonal de plantas de
C. spinosa (ecotipo CHSt03) obtenido mediante injerto por hendidura
diametral simple del patrén, ocho meses después del injerto.
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Figura 3. Influencia del tipo de injerto en el prendimiento de yemas
del Ecotipo CHSt03 de C. spinosa.

A partir del material vegetal revigorizado
mediante injerto diametral en la pta y en el
patrén se logré establecer un banco de plantas
donantes en casa de cultivo (Fig.2D). La

revigorizacién de material adulto constituye un
elemento importante en el proceso de
propagacion clonal mediante cultivo in vitro de
la gran mayoria de las especies lefiosas. El
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establecer un banco de plantas donantes en
condiciones semicontroladas, permite controlar
mejor la calidad fisiolégica y sanitaria del
material vegetal, lo que garantiza un mayor éxito
durante el establecimiento in vitro de los
explantes.

CONCLUSIONES

Mediante la seleccion de arboles plus del
ecotipo CHSt03 e injerto por hendidura diametral
simple del patrén se logré establecer un banco
clonal de C. spinosa, aspecto que sienta las
bases para el desarrollo de protocolos de
propagacion in vitro de esta especie.
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