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RESUMEN

Las comunas San Marcos y Aguadita de la parroquia Colonche, provincia de Santa
Elena, conforman la Asociacion de Produccion Agroforestal Palo Santo, los que se
dedican al aprovechamiento del recurso no maderable de Bursera graveolens. Los
directivos han decidido implementar un disefio de propagacion de la especie, para la
conservacion del bosque, pero la especie presentaba bajos porcentajes de
germinacion y prendimiento, asi como largos periodos de latencia, dificultando su

propagacion.

El protocolo de germinacidén y propagacion vegetativa se realiz6 caracterizando el
material reproductivo, seguidamente implementando la propuesta de disefio, que
consistia en la aplicacion de promotores radiculares en el material reproductivo y en
la siembra de estos en sistemas controlados como son los microtineles de

germinacion; donde finalmente se obtuvo el disefio de protocolo.

La propagacion por semillas obtenido fue del 20% de germinacion utilizando 6 ml/L
de agua de promotor radicular a base de extractos de algas y la siembra en
microtuneles, a un periodo de ocho semanas, de realizado la siembra. Asi mismo, la
propagacion de estacas se realizé en un ambiente controlado de temperatura y
humedad relativa. Logrando obtenerse un disefio sobre el protocolo de germinacion y

propagacion de Bursera graveolens.

Palabras Clave: Bursera graveolens, promotor radicular, microtlineles, semillas,

estacas.



ABSTRACT

The San Marcos and Aguadita communes of the Colonche parish, Santa Elena
province, form the Palo Santo Agroforestry Production Association, dedicated to the
use of resources in the Bursera graveolens timber. The directives have decided to
implement a species propagation plan for forest conservation, but the species has low
germination and adhesion percentages, as well as long latency periods, which makes
it difficult to spread.

The germination and vegetative propagation protocol were carried out by
characterizing the reproductive material, then implementing the design proposal,
which consisted in the application of root promoters in the reproductive material and
their integration in controlled systems such as germination micro tunnels; where the

design of the protocol is finally obtained.

The propagation by seeds obtained was 20% germination using 6 ml / L of root
promoter water based on algae extracts and the seed in micro tunnels, a period of
eight weeks, from the seed. Thus, the propagation of cuttings was carried out in a
controlled environment of temperature and relative humidity. Obtaining a design on

the germination and propagation protocol of Bursera graveolens.

Keywords: Bursera graveolens, root promoter, micro tunnels, seeds, stakes.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCCION

El Ecuador ostenta una gran diversidad biologica, conocido asi con el titulo de pais
megadiverso, a ello se le atribuye componentes, tales como: la regién tropical donde se
encuentra, la imponente presencia de la Cordillera de los Andes y la influencia de
corrientes oceanicas como es El nifio y Humboldt. Segun el Ministerio del Ambiente del
Ecuador (2016) el pais alberga a mas de 18.198 especies de plantas vasculares, entre
ellos se considera 17.748 especies nativas y 4.500 endémicas; con respecto a la fauna
se ha calculado méas de 4.800 especies, de las cuales solo 1.642 son aves. Ademas,
multiples estudios identificaron que el pais cuenta con 91 tipos de ecosistemas
diferentes en todo el territorio ecuatoriano, de los cuales, los mas representativos son:
ecosistema terrestre de galdpagos; ecosistemas oceanicos, marino-costeros,
manglares; ecosistemas lacustres y fluviales, paramo, bosque de tierra firme, bosque
hamedo del norte, bosque inundado de la Amazonia, bosques secos y semiaridos del

sur.

El Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion Ecolégica (2018), el bosque seco
encontrado en las provincias de Loja, Santa Elena, Manabi, Guayas y El Oro es parte
de la Red Mundial de Reservas de Bidsfera de la UNESCO; por sus mas de 500 mil
hectareas y por ser uno de los lugares mejores conservados del pais, ademas de
poseer la poblacion de aves endémicas mas grande de Sudameérica y tener 15 tipos de
arboles y arbustos, entre los mas conocidos esta el Handroanthus chrysanthus

(Guayacan), Ceiba trichistandra (Ceibos) y el Bursera graveolens (Palo santo).



En un estudio realizado por Chiado y Coba (2018), se localizaron 57.540,29 has de
Bursera graveolens distribuidas por el bosque seco de Santa Elena, donde las
precipitaciones anuales son de 250-600 mm, en suelos sueltos y poco profundos, con
pH neutros a medianamente alcalinos, caracteristicos de esta zona. La Bursera
graveolens cuyo nombre comun es palo santo o conocido también como arbol sagrado,
es un arbol caducifolio porque pierde las hojas para guardar energia en la época que
existe escases de agua o recursos. En Santa Elena la época seca, empieza en el mes
de mayo, en el que no hay presencia de lluvias y termina en el mes de diciembre,
donde comienza las primeras precipitaciones, por ello este arbol y especies
pertenecientes al bosque seco pierden estacionalmente sus hojas.

La propagacion de esta especie se puede realizar por semilla o reproduccién
asexual mediante estacas e injertos. De acuerdo con Chiado y Coba (2018), la
propagacion de Bursera graveolens el porcentaje de germinacion por semilla es de
2.5-4%, mientras que el prendimiento es de 70%, pero limitAndose solo a la emision de
brotes nuevos, en un periodo de tiempo de 8 meses. Ademas, los reportes encontrados
sobre la propagacion de esta especie son escasos Yy se caracteriza por presentar bajos
porcentajes de germinacion y prendimiento, mencionando también, que luego de la

siembra los arboles llegan a morir por deshidratacion.

El palo santo es una especie caracteristica del bosque seco, el mismo que se
encuentra desapareciendo por la deforestacion e intervencion del hombre, al convertir
el suelo en areas agricolas y ganaderas, la produccién del ganado caprino es realizada
de manera extensiva a campo abierto y sin ningln manejo sostenible para conservar
esta especie. Asi mismo, el ser humano ha utilizado desde épocas remotas las
propiedades medicinales de este arbol para combatir dolores estomacales o
reumatismo; ademas, la madera se utiliza como incienso, la elaboracion de artesanias

o cajas de frutas y extraccion de aceites esenciales (Sanchez, 2019).



El proposito de esta investigacidn es disefiar un protocolo de germinacion y
propagacion vegetativa de palo santo (Bursera graveolens) mediante la validacion de
un prototipo de microtineles y aplicando promotores radiculares, para el desarrollo de
la especie en las comunas San Marcos y Aguadita; brindando una alternativa de
manejo sobre la propagacion para que la Asociacion de Produccion Agroforestal Palo
santo pueda seguir con sus proyectos de emprendimiento, en base a la extraccion de
aceites esenciales de manera sostenible, reforestando el bosque seco de Santa Elena

y manejando adecuadamente este recurso.

1.1 Descripcion del problema

El Ecuador es una de las principales naciones que pertenecen al Convenio de la
Diversidad Bioldgica (CDB), adoptada en la Cumbre de la Tierra de Rio de Janeiro en
1992. Segun la Organizacion de las Naciones Unidas (2021) el convenio es una
herramienta internacional que busca “la conservacion de la diversidad bioldgica, la
utilizacién sostenible de sus componentes y la participacion justa y equitativa en los
beneficios que se derivan de la utilizacidon de los recursos genéticos”, promoviendo de

esta manera, medidas hacia un futuro sostenible.

Segun el Ministerio de Ambiente y Agua (2018), el territorio ecuatoriano pierde en
promedio 94,353 hectareas por afio de bosques que, al compararlo con otros paises
con mayor extension de territorio, su pérdida es significativa. Este hecho ocurre por la
tala de arboles, incendios forestales causados por la quema de cultivos agricolas
cercanos, la expansién urbana y agropecuaria, actividades como la mineria o el
petréleo, manejo inadecuado del recurso bosque; asi como la falta de investigacion de
las especies nativas e investigacion del manejo sostenible. Por este motivo, el MAATE,
gobiernos auténomos provinciales, cantonales, parroquiales promueven proyectos
enfocados en la Reduccion de emisiones por deforestacién y degradacion de los
bosques (REDD) y el Programa Nacional de Restauracion Forestal, con el fin de la

conservacion ambiental y proteccion de Cuencas.



Actualmente, una de las principales dificultades que presentan los programas de
restauracion forestal nativa de palo santo es la propagacion de la especie, debido a la
falta de investigacion sobre el tema y no contar con semillas certificadas. Asi mismo,
los métodos de propagacion tienen porcentajes minimos de germinacion y
prendimiento, ademas de largos periodos de latencia de 7 a 8 meses, dificultando la

propagacion y limitando el desarrollo de proyectos de reforestacion.

En el bosque seco de Santa Elena donde se realiza el aprovechamiento de
recursos no maderables de Palo santo, al extraer aceites esenciales del tronco (arboles
muertos o caidos de manera natural) y frutos, se desea conservar el bosque y mejorar
la situacion econdémica de los pobladores de la comunidad de San Marcos y Aguadita,
los cuales cuentan con ayuda de la Prefectura de Santa Elena, con quienes formaron la
Asociacion de Produccion Agroforestal Palo santo, pertenecientes a la parroquia
Colonche de la provincia de Santa Elena.

El problema principal que presenta la Asociacién de Produccion Agroforestal Palo
santo, es no contar con un disefio de propagacion efectivo de Bursera graveolens o un
plan de reforestacion, que asegure la conservacion de la especie en el bosque seco de
Santa Elena y que garantice la materia prima para la extraccién del aceite esenciales
para que las comunas San Marcos y Aguadita sigan en el proceso de mejorar su
situacion economica y desarrollarse al aprovechar el recurso no maderable. Se debe
agregar que, la ausencia de investigaciones sobre los métodos funcionales de
propagacion por semilla o multiplicacién vegetativa, ponen en riesgo a esta especie,

porque se dificulta la conservacion y el manejo sostenible del bosque.



1.2 Justificacion del problema

La presente investigacion se enfocara en disefar sistemas de multiplicacion ya
sea sexual o vegetativa de la especie forestal Bursera graveolens para la Asociacion de
Produccion Agroforestal Palo santo, esto debido al reciente aprovechamiento del
recurso no maderable de dicha especie en el bosque seco de Santa Elena,
principalmente en las zonas ubicadas cerca de la comuna San Marcos y Aguadita
(parroquia Colonche - provincia Santa Elena); donde se extrae aceite esencial de la
madera y fruto; cabe mencionar que la Asociacion solo separa el aceite de la madera
de arboles de 40 afios con muerte natural y debe reposar de 2 a 4 afios en el bosque,
porque solo de esta manera se conserva las propiedades quimicas y medicinales que
se pueden aprovechar, para la elaboracion de velas, perfumes, inciensos, entre otros;
de modo que, el comportamiento del bosque se ha visto modificado por la actividad

econdmica humana.

Por consiguiente, el presente trabajo permitird obtener informacién sobre los
sistemas de microtineles de germinacién usados para la propagacion de Bursera
graveolens, en semillas y estacas, aplicando enraizadores comerciales a base de algas
marinas, fitohormonas y aminoacidos, los que disminuiran el tiempo de propagacion,
proponiendo un disefio sobre la propagacion sexual y asexual, ademas de ofrecer una
mirada integral sobre la conservacién sostenible de la especie y ayudando a la

concientizacion de la poblacion local.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

e Disefiar un protocolo de germinacion y propagacion vegetativa de palo
santo mediante la validacion de un prototipo de microtineles, para el

desarrollo de la especie en las comunas San Marcos y Aguadita.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Definir las caracteristicas del material reproductivo mediante el analisis

de parametros fisicos de las semillas y del material vegetativo.

e Aplicar promotores radiculares en el material reproductivo para el
analisis de su efecto en el tiempo de germinacion y el enraizamiento

de estacas.

e Implementar un prototipo de microtuneles para el andlisis de su efecto
en el porcentaje de germinacion y el enraizamiento de estacas.



1.4 Marco tedrico
1.4.1 Generalidades de Bursera graveolens (Kunth) Triana & Planch

Es un arbol caducifolio perteneciente a la familia Burseraceae, cuyo nombre
comun en el Ecuador es de Palo santo, esta especie es originaria de los boques secos
pluviestacionales y bosques secos andinos, se puede encontrar en algunos paises de
Ameérica Central y América del sur. Su habitat es en laderas del bosque seco y
planicies, desde los 0 a 2 000 m.s.n.m. En el Ecuador se encuentra en las provincias

de El Oro, Guayas, Galdpagos, Imbabura, Loja y Manabi.

La especie inicia su proceso de floracién en el Bosque Seco de Santa Elena de
enero a febrero, mientras que la fructificaciéon empieza a finales de febrero y madura de
abril a mayo. En los meses de verano, donde no existe presencia de lluvias, los arboles
pierden las hojas y entran a un estado de reposo, esto se da hasta que empiecen las
primeras lluvias, en el mes de diciembre. Por otro lado, se conoce que esta especie
puede crecer en zonas rocosas, con suelos bien drenados y pocos profundos; prefiere
los suelos con pH neutro o medianamente alcalino, con baja fertilidad. Puede crecer en
relieves inclinados que fluctian de suaves a fuertes, o en terrenos planos (Chiado y
Coba, 2018).

Segun Aguirre (2012) son arboles que pueden llegar a crecer hasta 12 m y un
obtener un DAP de 40 cm. El fuste es cilindrico y ramificado a partir de los 2 m de la
superficie terrestre, tiene una copa redondeada y cerrada. La corteza en su parte
externa tiene una textura lisa color azulado a pardo cenizo en arbol joven, mientras
que, la coloracién marrén cuando el arbol es adulto. Algunas fracciones vegetativas de
esta especie son olorosas, ello por la presencia de glandulas resiniferas que exudan en

forma de resina con aroma a incienso.



Las hojas se encuentran compuestas y alternas, llegando a medir una longitud
de 20 cm y esta agrupada al término de las ramitas; los foliolos con dimensiones de 5-9
a 15-25 cm de longitud. Las flores son pequefias, de color blanco-lila y con un tamafio
de 3 cm de longitud y en inflorescencia panicular de 10 cm de longitud. El fruto drupa
abayado, con coloracion verde y a medida que madura adquiere una coloracién rojiza,
con forma aovada de aproximadamente 1 cm de longitud. La semilla es angulosa,

pequefias y de color marrén lustroso (Puescas, 2011).

La madera resinosa de Bursera graveolens es utiliza para obtener aceites
esenciales, por poseer un aroma agradable a citrico y es de color dorado. Asi mismo,
se puede obtener aceites esenciales del fruto, el cual tiene una esencia suave, utiliza
para hacer masajes y curar de dolores musculares, alivia sintomas de gripe, alergias y
jaguecas. Ademas, el aceite se utiliza comunmente en la industria farmacéutica y
cosmética para la fabricacion de perfumes, aceites, jabones; ello debido a su
composicién quimica, donde se ha encontrado compuestos como: limoneno, carona,
beta-bisaboleno, alfa-terpineol, germacreno D, 6xido de alfa-bisabolol B, mentofurano,
alfa-T (Chéavez, 2017).

Otros usos de la madera, por ser suave, es para la fabricacién de cajones de
fruta, elaboracion de artesanias como vasos, cucharones, adornos, entre otros.
También, la madera seca es utilizada como repelentes de mosquitos; también ayuda a
inducir a la meditacion por el aroma del incienso, ello debido al perfume calmante del
Palo santo. Ademas, las hojas se utilizan como forrajes o en infusiones para aliviar

sintomas de resfrio o gripe, fortaleciendo los bronquios (Aguirre, 2012).



1.4.2 Propagacion sexual y asexual

La propagacion de Palo santo se puede realizar de manera sexual (semillas), es
decir, la formaciéon de un individuo a través de dos progenitores, las que son
transportadas por las aves por el bosque seco, ya que el fruto es alimento para ellas.
En un estudio realizado por Morgan y Shibu (2013) en el Bosque de Proteccion Cerro
Blanco ubicado en la ciudad de Guayaquil, determino que la viabilidad de las semillas
es baja, porque tiene una tasa de germinaciéon del 8% y un periodo de latencia de 7 a 8

meses.

Para la seleccion de las semillas se debe considerar algunos criterios como: la
estructura sin deformacion, la coloracién que sirve como indicativo de la madurez de la
semilla, el peso, tamafio y viabilidad (Grupo semillas, 2018). Este ultimo se puede
analizar mediante la prueba de tetrazolio, siendo una evaluacién bioquimica, que
consiste en verificar si el embrion de la semilla tiene tejidos vivos, estos se diferencian
de los tejidos muertos, sobre la base de la actividad enzimatica deshidrogenasa,
conocida como la enzima de la respiracion. Para la realizacion de esta prueba, lo
primero es hidratar las semillas, de esta manera se incrementa la actividad de
deshidrogenasa, liberando iones hidrogenos, al agregar la soluciébn de tetrazolio
(incoloro), este se reduce y forma el formazan, conocido por ser una sustancia de color
rojiza, la cual tifie a las células vivas, es decir, solo las células vivas que liberar iones
hidrogenos podran tefiirse, mientras que en las células muertas no existira reaccion,

por ello su coloracion permanecera igual (Ruiz, 2019).

La interpretacion de la prueba indica que si el embridn tiene una coloracién de
rosa fuerte a rojo significa que la semilla es viable; mientras que, si la coloracion es
rosado palido la semillas esta inmadura viva, y si el embridn no presenta coloracion no
es viable. Asi mismo, la viabilidad de una semilla nos indica que es capaz de germinar
produciendo una nueva planta, pero esto no es indicativo de que la semilla pueda estar
dormida, causando demora o presentando una menor germinacion (Espitia, Cardona y
Araméndiz, 2017).



Por su parte, la multiplicacion vegetativa de esta especie puede darse, por
estacas, injertos o in vitro, las desventajas de este ultimo método es la disposicion de
un laboratorio y lo costos se los medios de cultivo, infraestructura, equipos y personal
especializado. Mientras que, la propagaciéon por estacas es uno de los métodos mas
utilizados para la multiplicacién de especies forestales, por la facil obtencion de material
atil para la reproduccion. Esta técnica empieza identificando un arbol madre y se le
cortan ramillas o estacas, las cuales se desarrollaran en un medio con condiciones
favorables para su enraizamiento, logrando tener nuevas plantas clonadas de la

progenie (Osunay Fierro, 2017).

1.4.3 Aplicacion de enraizadores en especies forestales

Las fitohormonas llamadas también hormonas vegetales, son compuestos
quimicos que contribuyen en el crecimiento y desarrollo de las plantas, estan presentes
en pequefas cantidades y actdan en lugares diferentes a los que fueron producidos. Se
agrupan en cinco categorias, las cuales son: acido abscisico, auxinas, citoquininas,
etileno y giberelinas. Son utilizados como enraizantes, en la germinacién de las
semillas, permiten acelerar la maduracion de frutos, incrementa la tolerancia a

diferentes tipos de estrés y aumenta la produccién (Borjas et al., 2020)

Giraldo et al. (2009), mencionan que los enraizadores son sustancias
compuestas de fitohormonas de crecimiento, cuyo propésito es tratar a los esquejes 0
brotes aumentando el porcentaje del desarrollo de la raiz adventicias, reduciendo el
tiempo y mejorando la calidad de su sistema radicular, permitiendo absorber mejor los
nutrientes y agua, produciendo mas energia y obteniendo una mayor defensa contra
las enfermedades. Las presentaciones de los enraizadores comerciales son: en polvo,

tabletas que se disuelven en agua o soluciones liquidas.
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Segun Lépez et al. (2020) en la actualidad se elaboran productos a base de
extractos de algas marinas que estan compuestas de fitohormonas que ayudan al
enraizamiento de las estacas, aumenta la germinacion de semillas, promociona el

crecimiento vegetal e induce respuestas fisiolégicas en las plantas.

1.4.4 Microtuneles de germinacion en especies forestales

Los sistemas de propagacion de especies forestales a campo abierto estan
influenciados por factores del caracter bidtico y abiético como la exposicion a altas y
bajas temperaturas, precipitaciones, vientos, plagas y enfermedades, las que afecta el
desarrollo 6ptimo de la especie (Abad et al., 2020). Mientras que, el sistema protegido
0 microtuneles de germinacion son adecuados para proteger a las plantas durante los
primeros dias de su etapa de desarrollo, ya que son una tecnologia que permite el
control de las condiciones climéticas para la especie. Ademas de que ayuda a reducir
costos porque requiere de pocos materiales para su construccion, asi como de
maximizar el uso de la tierra y espacio (Centro Mesoamericano de Desarrollo
Sostenible del Tropico Seco, 2010).

Los principales beneficios de los microtineles de germinacién son la reduccién
de la actividad fotosintética, mediante la sombra producida por un saran; aumento en la
humedad relativa superiores a 70% y el manejo controlado del estrés hidrico, y
aumenta la temperatura del aire y suelo, acelerando los procesos de germinacion.
Ademas, permite obtener mayores rendimientos con calidad, facilita el control, manejo
de las plagas y enfermedades; protege a las plantas de las lluvias, heladas, vientos,

insectos, aves, entre otros (Cardenas, 2015).

11



Segun Miserendino (2011) en la construccion de microtineles los componentes
principales son: los arcos, la cobertura y la union de la cobertura con la estructura. Se
recomienda que para los arcos se utilicen materiales flexibles y no rigurosos, porque
pueden dafar la cobertura, por ello es mejor utilizar tubos de plastico. El material para
la cobertura que mayormente se utiliza, es el polietileno con tratamiento ultravioleta,
porque permite el mayor ingreso de luz y retener el calor. Mientras que, para el sistema
de union, se debe contar con estacas, agarraderas, soga Yy alambres; las que

permitiendo asegurar la estructura.

Las dimensiones que se aconsejan son: 0.9 a 1 m de alto, 0.7 a1 m de ancho y
tener un perimetro de 2 m. Por otro lado, el sistema de riego que se recomienda para
este tipo de tecnologias es riego por nebulizacién, el cual expulsa el agua en forma de
neblina, con ayuda de emisores que son debidamente colocados en la parte superior
del microtinel, este sistema se puede utilizar a su vez para fertirrigacion, ademas,
contribuye y aumentar la humedad relativa, refrigera el sistema, no causa dafios a la
especie y tampoco compacta el suelo. El sustrato que se recomienda para este tipo de
sistema es la utilizacion del 100% de arena, sin piedras y desinfectadas, para no
presentar problemas de hongos (Novagric, 2016).
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CAPITULO 2

2 METODOLOGIA

Para el desarrollo de la investigacion se realizo actividades técnico-profesionales,
en el que se definid una metodologia para la propagacién sexual y asexual, planteada
en el Diagrama 2.1.

Caracterisrticas del arbol progenitor
para estacas

= Carectizacion del material reproductivo Seleccién de estacas

Caracteristicas fisicas de las semillas

Caracteristicas de la infraestructura de
microtlneles

<
O
O
—
0]
@)
O
|_
(1]
=

Implementacion de la propuesta de Manejo agronémico de la especie en el
disefio sistema de micrptineles

Efecto del uso de promotres radiculares
en semillas y estacas

Disefio Protocolo

Diagrama 2.1 Metodologia para la propagacién sexual y asexual de Bursera graveolens.
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2.1 Sitio de recoleccion del material reproductivo

La recoleccion del material reproductivo se realizé en el bosque seco de Santa
Elena por el sector aguadita muy cerca del recinto Campo Blanco (Figura 2.1), donde
segun la clasificacion ecosistémica del Ecuador continental, corresponde al bosque
bajo y arbustivo deciduo de tierras bajas del Jama-Zapotillo. Las precipitaciones
anuales son de 350-450 mm, con temperatura media anual entre 23,5 - 25, 2°C, siendo
inferiores en los meses de julio a septiembre y un clima seco y arido (Chiado y Coba,
2018).

BOSQUE BAJO Y ARBUSTAL DECIDUO DE TIERRAS BAJAS DEL JAMA-ZAPOTILLO

Aunos metros del Recinto Campo Blanco

- ¢ §o |
S
|’ :
Bosque bajoty arbustalideciducideitierrasibajasidelldama-Zapotillo

”

4

"o, 'iF"{ecmto campoblanco

Leyenda

L d Bosgue bajo y arbustal deciduo de tierras bajas del Jama-Zapotillo
7 Recinto campo blanco

Google Earth

¥ JAirbus

Figura 2.1 Mapa del sitio de recoleccién del material reproductivo.

2.2 Sitio de estudio

El experimento de germinacion y propagacion vegetativa se realizo en la Granja
Experimental Agropecuaria (GEA) de la ESPOL, ubicado en el campus Gustavo
Galindo en Km. 35 de la Via Perimetral, en la ciudad de Guayaquil, con coordenadas
Universal Transversal de Mercator (UTM) 17M 615152.32 y 9762531.66, a una altitud
de 102 msnm y una temperatura de 25 - 30°C. La superficie utilizada para la
experimentacion fue de 30 m? (6 m de longitud por 5 m de ancho) y se realizd durante

los meses de mayo a agosto del afio 2021 (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Mapa del sitio de estudio.

2.3 Caracterizacion del material reproductivo
2.3.1 Identificacion de arboles progenitores para estacas

Para la recoleccion de estacas, estas fueron seleccionadas de arboles
progenitores con caracteristicas como: mediana edad, estado fitosanitario, altura del
arbol y época de recoleccion (Figura 2.3).

Figura 2.3 Madre 1y 2 de izquierda a derecha, identificadas el 08/06/21.
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2.3.2 Seleccién de estacas

Las estacas fueron recolectadas en el bosque seco de Santa Elena, por el sector
de Aguadita. Las caracteristicas que se consideraron para su seleccion fueron el largo

y didmetro de las estacas (Figura 2.4).

Figura 2.4 Seleccion de estacas de Bursera graveolens el 19/06/21.

2.3.3 Caracteristicas fisicas de las semillas

La recoleccion de semillas se realizé en el bosque seco de Santa Elena, cerca del
recinto Campo Blanco, el 08 de junio de 2021. Luego, se procedio a secarla al sol por 5
dias, hasta la maduracion de las semillas (Figura 2.5). Las caracteristicas fisicas que
se consideraron para la seleccion de semillas fueron: la estructura sin deformacion, la
coloracién que sirve como indicativo de la madurez de la semilla, el peso, tamafio y
viabilidad.

Figura 2.5 Semillas recolectadas de Bursera graveolens el 14/06/21
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2.3.3.1 Peso y tamafio

Las semillas con estructuras sin deformaciones y coloracion marron oscura, se
separaron en 100 unidades y fueron pesadas, ello se realizd6 en 10 repeticiones.
Seguidamente, se procedié a medir con ayuda de un vernier o calibre la longitud de
100 semillas, obteniendo asi una media del tamafio (Figura 2.6). El propdsito de estas
pruebas es conocer las caracteristicas fisicas de las semillas, para relacionarlas con la

viabilidad de las semillas.

Figura 2.6 Evaluacion de peso y tamafio de semillas de Bursera graveolens el 19/06/21.

2.3.3.2 Prueba de viabilidad de tetrazolio

Esta prueba se realizdé con un reactivo previamente elaborado de 10 g de sal de
tetrazollium: 2, 3, 5-trifenil cloruro de Tetrazolium, en 100 ml de agua destilada. Las
semillas previamente seleccionadas (estructura sin deformacion, coloracién, peso,
tamafo) fueron remojadas en agua destilada, antes de las 24 horas de la prueba de
tetrazolio; pasado este tiempo se cortd por la mitad la semilla y se extrajo el embrion, el
cual fue colocado en cajas Petri que contenian el reactivo de tetrazolio preparado al
inicio. Luego, fue sellado con papel de aluminio y llevado a estufa a una temperatura de
25°C por una hora. Al finalizar el tiempo, se retir6 de la estufa y se procedi6 a evaluar,
basado en su patron de tincion e intensidad (Figura 2.7). El propdsito de esta prueba es
identificar las semillas vivas, para determinar la viabilidad y su capacidad de producir
una nueva plantula.
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Figura 2.7 Evaluacién de la viabilidad de las semillas de Bursera graveolens 19/06/21.

2.4 Implementacion de la propuesta de disefio

2.4.1 Caracteristicas de la infraestructura de microtlineles

Las caracteristicas de la infraestructura de los microtineles que se consideraron
fue las dimensiones (altura del microtunel, el largo y ancho de la base), sustrato arena
previamente desinfectado y sistema de riego. Asi mismo, se controld la temperatura y
humedad relativa del microtanel, para favorecer el proceso de germinaciéon del palo
santo, con ayuda de un termohigrometro por 3 dias, en tres diferentes horarios: 10:00,
12:00 y 14:00 (Figura 2.8).

Thamael

Figura 2.8 Muestreo de temperaturay humedad de la siembra directa en campo.
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Se dividi6 el area de estudio en dos partes: una de ellas en platabandas para la
experimentacion con microtineles de germinacion y la otra directa en campo, esto se
realiza con el propésito de comparar el desarrollo de las semillas y estacas en el
sistema de microtuneles y la siembra tradicional; a su vez, se subdividio estas areas en

siembra para estacas y semillas, en ambas partes (Figura 2.9).

Directo en campo Microtineles

semillas Estacas Semillas Estacas
4m —

0) () (m) (v)

| 1m 03m
T
49m

Figura 2.9 Disefio del area de estudio por microtineles y campo directo.

Ademas, se sigui6é subdividiendo con respecto a las dos arboles progenitores a
los que llamaremos madre 1y 2, la dosis y al enraizante o promotor radicular aplicado

en semillas y estacas (Figura 2.10).

I | 1 v

E1
Dosis 1
Madrel < M1 E2
Dosis 2 Testigo
Testigo
E1l
Dosis 3
Madre2 — M2 E2
Testigo .
Testigo

Figura 2.10 Disefio del area de estudio por enraizante y dosis.
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* Madre 1 = progenitor seleccionado uno.
Madre 2 = progenitor seleccionado dos.
Dosis 1 =4 ml/l de agua de promotor radicular a base de extracto de algas marinas.
Dosis 2 =5 ml/l de agua de promotor radicular a base de extracto de algas marinas.
Dosis 3= 6 ml/l de agua de promotor radicular a base de extracto de algas marinas.
E 1 = promotor radicular a base de fitohormonas.
E 2 = promotor radicular a base de fitohormonas y aminoacidos.

2.4.2 Manejo agronomico de la especie en el sistema de microtuneles

2.4.2.1 Siembra de semillas y estacas

Las semillas fueron sembradas a una profundidad aproximada de 2 cm; por cada
dosis incluida el testigo, se sembré 50 semillas para cada tratamiento dentro del
microtinel de germinacion, mientras que, 100 semillas fueron sembradas en campo

directo y sin enraizante a base de algas.

Las estacas con el respectivo enraizante, fueron sembradas a un distanciamiento
de siembra de 10 cm entre ellas y fueron 15 por cada tratamiento; el hoyo se hizo
manualmente con ayuda de un palillo, luego se colocé la estaca de manera vertical y se

cubrié en forma de monticulo alrededor de la estaca (Figura 2.11).

Figura 2.11 Estacas de Bursera graveolens sembradas en microtineles y a campo
directo el 30/06/21.

Es importante mencionar que el periodo de 8 semanas no seran suficientes para
la observacion final de raices en estacas de palo santo, ya sea en campo directo o por
el sistema de microtlneles, porque el proceso recomendado para esta especie es de 6
a 8 meses (Chiado y Coba, 2016), el proyecto pretende disminuir ese tiempo con el

sistema implementado.
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2.4.2.2 Riego

El sistema de riego que se utilizd para los sistemas de microtineles fue por
nebulizador, se coloc6 dos por cada microtinel (Figura 2.12). En capo directo el riego
por goteo, siendo regados diariamente por 2 horas.

Nehtilizadnres

Figura 2.12 Microtunel con dos nebulizadores.

2.5 Efecto del uso de promotores radiculares en semillas y estacas

2.5.1 Preparaciéon y aplicacibn de promotor de raiz en material
reproductivo

El enraizador a base de algas marinas se disolvié en 4, 5y 6 ml en 1L de agua
respectivamente, para la preparacion de las tres dosis. Seguidamente, 50 semillas de
Bursera graveolens fueron humedecidas por un periodo de veinticuatro horas antes de

la siembra, en cada uno de las dosis (Figura 2.13).

Figura 2.13 Preparacion de enraizante a base de algas para aplicaciéon en semillas.
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El enraizador a base de fitohormonas y aminoacidos se disolvié en 3.5 ml en 1L
de agua; se humedeci6 15 estacas de 20 m de largo por 0.5 a 1.5 cm de diametro, con
corte a bisel, en el preparado por 5 minutos. De igual manera se realizé el preparado y

aplicacion para la dosis de 4,5 ml (Figura 2.14).

Figura 2.14 Preparacion de enraizante en sus diferentes dosis y aplicacion en estacas de
Bursera graveolens.

2.5.2 Tratamientos

Los tratamientos son el producto de la combinacién de los factores en estudio

incluido el testigo, el cual se detallaen latabla 2.1y 2.2

Tabla 2.1 Tratamientos evaluados para semillas

N° Simbolo Descripcién

1 E3D1S1 Microtineles de germinacion + Algas marinas (4 ml/L de agua)
2 E3D2S1 Microtuneles de germinacion + Algas marinas (5 ml/L de agua)
3 E3D3S1 Microtineles de germinacion + Algas marinas (6 ml/L de agua)
4 TS1 Sin enraizante ni sistema de microtineles.

5 TS2 Sin enraizante ni sistema de microtuneles.
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Tabla 2.2 Tratamientos evaluados para estacas

N° Simbolo Descripcién

1 M1E1D4S1 | Madre 1 + Microtlneles de germinacién + Fitohormonas (3.5 ml/L de agua)
2 M1E1D5S1 | Madre 1 + Microtlneles de germinacion + Fitohormonas (4.5 ml/L de agua)
3 M1TS1 Madre 1 + Microtineles de germinacion + sin enraizante

4 M2E2D4S1 Madre 2 + Microtineles de germinacion + Aminoacidos (3.5 ml/L de agua)
5 M2E2D5S1 Madre 2 + Microtlineles de germinacion + Aminoacidos (4.5 ml/L de agua)
6 M1TS1 Madre 2 + Microtuneles de germinacion + sin enraizante

7 TS2 Sin enraizante ni sistema de microtuneles.

2.5.3 Disefo experimental

En el proyecto se utilizo el disefio de experimentos completamente al azar (DCA),
con un arreglo factorial 2x2x2x2 (A x B x C x D) con 7 tratamientos y 15 estacas, para
determinar el efecto de las dosis del enraizador y el sistema de microtineles en el
desarrollo de las estacas. De igual manera, para el caso de propagacion por semillas
se emple6é el DCA, pero con un arreglo factorial de 2x3x2 (B x C x D) con 5
tratamientos y 50 semillas, estableciendo el impacto del bioestimulante a base de algas

marinas y el sistema previamente descrito lineas arriba (Ver apéndice A).

2.5.3.1 Poblacion, muestray muestreo

2.5.3.1.1 Semillas
La poblacion estd conformada por 300 semillas de Bursera graveolens,
recolectadas del bosque seco de Santa Elena por la zona de las comunas San Marcos

y Aguadita, de la parroquia Colonche.

La muestra (n) se evalud utilizando la ecuacion matematica de Torres (2013), el
valor de la poblacion es representada por N, el nivel de confianza (Z) al 95% es un
valor de 1,96; el error (E) o nivel de precision es de 0.05, la proporcion de éxito (p) y de
fracaso (g) a un valor de 0,5 para nuestra evaluacion de muestra, donde se aplico la
ecuacion 2.1y se obtuvo en total 168 semillas a evaluar.
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Ecuaciones 2.1 Célculo del tamafio de la muestra

ZZ*N*p*q

n

:EZ*(n—1)+Zz*p*q

El tipo de muestreo es probabilistico y se evalué a 1 semillas por dosis, siendo 4

tratamientos por las dos &reas de muestra.

2.5.3.1.2 Estacas

En este caso la poblacion es de 280 estacas con un largo de 20 cm y un

diametro de 1 cm, las que fueron recolectadas del bosque seco de Santa Elena el 08

de junio de 2021; estas estacas provienen de dos madres. Por otro lado, la muestra se

calculd utilizando la ecuacién 2.1, obteniendo un total de 144 estacas a evaluar en el

ensayo. El muestreo probabilistico es de 6 estacas por dosis, siendo 2 dosis por los

tres tratamientos de los dos padres, en las dos areas de ensayo.

2.5.3.2 Variables de estudio

Las evaluaciones para los factores en estudio con respecto a las semillas, se

muestran en la tabla 2.3:

Tabla 2.3 Variables de estudio para semillas

Variable Concepto Categorias Indicadores indices
Porcentaje de
o %
) Informacion de o germinacion
Calidad de ) _ Crecimiento _ :
. parametros y atributos ) Numero de hojas No.
semillas vegetativo
presentes en la planta Longitud de la
cm
plantula
Medio controlado o no ) Microtunel de
) Medio de L %
Sistema contralado donde o germinacion
i _ crecimiento :
germinan la semillas Campo directo %
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Las evaluaciones para los factores en estudio con respecto a las estacas, se

muestran en la tabla 2.4:

Tabla 2.4 Variables de estudio para estacas

Variable Concepto Categorias Indicadores indices

) Ndmero de
Informacién sobre ) o
Madres Poblacién individuos por No

namero de hijos
madre

Porcentaje de
%

Calidad de Informacion de o estacas brotadas
i . Crecimiento _
plantas parametros y atributos ) Numero de brotes
vegetativo No.
propagadas presentes en la planta por estaca
Longitud del brote cm
Medio controlado o no ) Microtunel de
) Medio de L %
Sistema contralado donde o germinacion
crecimiento :
desarrollan las estacas Campo directo %

2.5.3.3 Factores de estudio

Factor A (Arbol progenitor o madre)
e Ml=Madre 1
e M2=Madre 2

Factor B (Enraizante)
e El=Fitohormonas
e E2=Aminoéacidos y fitohormonas

e E3=Algas marinas

Factor C (Dosis)
e DI1=4 ml/L de agua
e D2=5ml/L de agua
e D3=6 ml/L de agua
e D4=3.5 ml/L de agua
e D5=4.5ml/L de agua
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Factor D (Sistema de reproduccion)
e Sl=Microtuneles de germinacion

e S2=Campo directo

Testigo

e Sin aplicacion de enraizante.

2.5.3.4 Evaluacion de indicadores
Los indicadores como: namero de hojas, estacas brotadas por madre y de raices
por estaca, fueron evaluados y contabilizados a los 56 dias (ocho semanas) desde el

dia de siembra en el sistema de microtineles de germinacion y a campo directo.
Mientras que, los indicadores como: longitud de la plantula, brote y sistema
radicular, fue evaluado y medido con la ayuda de vernier a las 8 semanas de realizada

la siembra, los que se sistematizé arrogando un promedio de cada indicador.

El porcentaje de germinacién, se evaluo a las ocho semanas, y fue calculado por

la ecuacioén 2.2.

Ecuaciones 2.2 Porcentaje de germinacién

Numero de semillas germinadas x 100

% germinacion =
9 Numero de semillas sembradas
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2.5.4 Anaélisis estadistico

2.5.4.1 Analisis de varianza

Para el analisis estadistico sobre el efecto de las dosis de promotores
radiculares y el sistema de microtineles en el desarrollo de las estacas y semillas, se
aplicé a las diferentes variables el analisis de la varianza (ANOVA). El programa
estadistico que se utilizara para el analisis de estos datos es RStudio version 1.0.143
(RStudio, 2021). Asi mismo, se utilizé la prueba Tukey con un intervalo de confianza
del 95%, para verificar las diferencias entre las medias de los tratamientos (Ver
apéndice B).

2.6 Disefio de protocolo

El protocolo contiene informacion sobre la caracterizacion del material
reproductivo y la implementacion de la propuesta de disefio, todo detallado en un

triptico informativo, para poder replicar el disefio de propagacion (Ver apéndice C).
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CAPITULO 3

3 RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Caracterizacién del material reproductivo
3.1.1 Caracteristicas del arbol progenitor

El arbol progenitor para tener material reproductivo debe tener una mediana
edad entre 10 a 25 afios, encontrarse en su etapa reproductiva, arbol robusto libre de
plagas y enfermedades, la recoleccion en época seca, recomendada en los meses de

junio a septiembre.

Segun Sanchez (2019), la mediana edad del arbol progenitor para la recoleccion
de estacas es de 12 afios de edad, asi como el estado fitosanitario, la observacion del
tallo principal o eje ortotrépico, la altura superior a 5 metro y tallos rectos. Es importante
hacer énfasis en que la investigacion coincida con este autor, sobre conocer el estado

fitosanitario del arbol progenitor, para la propagacién de palo santo por estacas.

3.1.2 Seleccién de estacas

Las estacas seleccionadas tienen una longitud de 20 cm y un diametro de 1 cm, en lo
posible rectas, debido a que, el arbol de palo santo se caracteriza por sus ramas
torcidas con un porcentaje de germinacion del 7%. Asi mismo, Sanchez (2019), logro

un porcentaje de enraizamiento del 50% en estacas de estas dimensiones.

3.1.3 Caracteristicas fisicas de las semillas

Las semillas deben ser sin deformacién ni protuberancias, la forma de ser
angulosa, mientras que la coloraciéon para la siembra se recomienda de un color marrén
oscuro o lustroso (Figura 3.1); con respecto al peso seco y el tamafo, los resultados se

observan en las gréficas 3.1y 3.2, respectivamente.
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Figura 3.1 Semillas sin deformaciones, en un contraste de colores.

Peso seco en g por 100 semillas

5.80

5.60 A

5.40

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Grafica 3.1 Peso de las semillas de Bursera graveolens.

La media del peso seco de las semillas es de 5.55 g por cada 100 semillas, el

valor maximo detectado es de 5.69 y el minimo es de 5.48 g.

Tamano de las semillas

0.80
0.70
0.60
0.50
0.40
0.30

1 8 15 22 29 36 43 50

Grafica 3.2 Tamafio de las semillas de Bursera graveolens.

El tamafio maximo de las semillas de palo santo es de 0.79 y el minimo de 0.40,

siendo la media de 0.53 cm.
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Las semillas seleccionadas fueron de un peso de 5.55 g por 100 semillas y un
tamafio de 0.53 cm, a las que se le evalud la viabilidad, mediante la prueba de
tetrazolio. Con respecto al ensayo, se obtuvo que el 70% de los embriones evaluados
presentaron una coloracion rojiza, mientras que el 30% no tenia signos de tincion; este
resultado indica que més de la mitad de las semillas seleccionadas para el experimento
es capaz de germinar, pero no debemos olvidar que la prueba no determina si la
semilla se encuentra dormida (dormancia), retrasando la germinaciéon de la nueva

planta.

Viabilidad de semillas

No viable

Viable
70%

Gréfica 3.3 Viabilidad de la semilla mediante prueba de tetrazolio.

Por otro lado, es importante mencionar que no existe investigaciones sobre la
evaluacion con la prueba de tetrazolio en Bursera graveolens o en especies de este
género. Flores et al. (2019), evaluando la viabilidad de semillas de Guaiacum sancttum
L., especie arborea que habita el bosque seco subtropical y tropical, realizo la prueba
de tetrazolio. Concluyendo que la prueba mencionada presentaba resultados en su
efectividad, ademas de tener un grado de efectividad con respecto a la viabilidad de las

semillas, porque permite observar directamente la forma y estado del embrion

Por su parte, Chamlaty y Espinoza (2017), experimentaron esta prueba en una
de las especies nativas de México, Oremunnea mexicana con nombre comun Palo
zopilote, es una especie maderable que crece en un ecosistema de bosque mesdfilo de
montafia a 1100-2500 msnm. Con la prueba de tetrazolio se obtuvo una viabilidad de
54%, para comprobar su resultado se germinaron las semillas y se logré un porcentaje
del 70%.
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La prueba de viabilidad de las semillas Bursera graveolens, utilizando la solucién
de tetrazolio a concentracion de 0.5% por una hora, es econémico y permite una tincion
adecuada, sin dafar los tejidos de las semillas, ni perjudicando la visualizacién de la
viabilidad. Ademas, de garantizar los resultados de germinacién, de manera confiable y
precisa segun (Espitia et al., 2016)

3.2 Implementacion de la propuesta de disefio
3.2.1 Caracteristicas de la infraestructura de microtineles

Los microtuneles usados en la experimentacion fueron de dimensiones: 1m de
alto, la base de 4m por 1m de ancho. El sustrato de arena fina, debidamente

desinfectada y el sistema de riego por nebulizacion dos por cada microtunel.

La siembra de las semillas en cada microtinel debe ser de 200, la misma
cantidad que se sembré en los microtineles, a una profundidad de 2 cm, mientras que
la siembra de estacas por cada sistema debe ser de 120, separadas a 10 cm entre
ellas. El riego fue diario por 2 horas para obtener una humedad relativa dentro del

sistema de microtlineles de 75%.

Con respecto a la temperatura media dentro del microtiunel pueden llegar a
alcanzar 45°C, siendo superiores comparadas con la temperatura de siembra directa

en campo de 26°C.

La humedad relativa del microtunel de germinacion es superior a la obtenida en

campo directo, con una diferencia del 20% (Gréfica 3.4).

Humedad relativa (%)
80 75 76 75
Zg 55 56 55 e Microtuneles
== Directo en campo
50
1 2 3

Gréfica 3.4 Humedad relativa evaluada en microtuneles y directo en campo.
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Las condiciones de temperatura media y la humedad relativa son de 34°C y de
75% respectivamente en los sistemas de microtuneles, permitiendo la germinacion de

semillas a 20%, mientras que las condiciones en campo directo obtuvieron el resultado
del 0%.

3.2.2 Efecto sobre aplicacion de enraizante y utilizacién de sistemas de

microtuneles en semillas y estacas

3.2.2.1 Semillas

El tratamiento E3D3S1, donde se aplico promotor radicular a base de extracto de
algas a una dosis de 6ml/L de agua y fue sembrada en microtineles de germinacion, el
porcentaje de germinacion de las semillas obtenido fue del 20%,; este resultado se
obtuvo a las ocho semanas de realizada la siembra. Mientras que la germinacion de los

otros tratamientos el porcentaje de germinacion fue del 0% (Gréfica 3.5).

Longitud de la plantula (cm)

© PN W
o o o o
1

Longitud

Longitud (cm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Numero de planta

Gréfica 3.5 Longitud de la nueva plantula germinada.

La media de la longitud de las plantulas que lograron germinar es de 0.9 cm, el
maximo valor es de 2 cm y el minimo de 1 cm. Asi mismo, el nimero de hojas de las
nuevas plantulas es de 1 unidad para todas.
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El estudio sobre la propagacion sexual de Bursera graveolens realizada por
Morillo et al. (2016) en la comuna Malvas, canton Zapotillo de la provincia de Loja,
menciona que obtuvo un porcentaje de germinacion del 20% (considerandose un
porcentaje muy bajo), a los 60 dias de realizado la siembra, en fundas de polietileno, y
pasando por un proceso de escarificacion mecénica, mientras que en la escarificacion

fisica o quimica los resultados fueron del 0%.

Por su parte, Condo y Herrera (2011), investigaron sobre la germinacién de
semillas de Bursera graveolens en el cantdn Paltas, provincia de Loja; logrando un
resultado del 20% de germinacion al realizar escarificacion mecanica en la semilla. De
igual forma, mencionaron que la tasa de germinacion nula obtenida en esta especie, se
debe a que las semillas se siembran inmediatamente después de la recoleccién y a su
vez al periodo de latencia (caracteristica comun de esta especie), no germinando, por
ello sugieren que se la siembra se realice a los seis meses de cosechadas las semillas,

tal como coincide con Chavez y Namoc (1993).

Bonfil et al. (2008), estudio a seis especies de Bursera en México, obteniendo una
alta proporcion de semillas vacias (proximas al 100%), en especies de B. grandifolia,
B. fagaroides y B. bipinnata. Asi mismo, el porcentaje de germinacion de las cuatro
especies (B. bicolor, B. bipinnata, B. copallifera y B. glabrifolia) en un ambiente con
temperatura fluctuante aumento del 5 al 14%, ademas de no existir diferencia en la
germinacion de las semillas almacenadas durante seis meses, a temperatura ambiente
y en condiciones de refrigeracion. Relacionandose asi a su naturaleza endogamica, la
cual produce semillas infértiles, debido a su reducida capacidad de supervivencia y

reproduccion.
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La propagacion de las semillas de palo santo en microtineles de germinaciéon y
aplicando promotores radiculares a base de algas marinas, previamente seleccionados
y verificado la viabilidad de la misma, presenta un porcentaje de germinacion del 20%
de 50 semillas sembradas a ocho semanas. Esto ocurre debido al aumento de la
temperatura y humedad relativa, que permiten crear condiciones Optimas para la
germinacion; asi mismo, el promotor radicular a base de extracto de algas, esta
compuesto de fitohormonas, las cuales ayudan a incrementar la germinacion de las
semillas; al respecto Pérez et al. (2020) indica que al aplicar extracto de Chloella sp. en
semillas de trigo, cebada y maiz, se obtuvo un incremento en la germinacion a dos dias
mas rapido que en el experimento de control. También, se detectdé un aumento de
raices laterales, las que podrian mejor la absorcion del agua y los nutrientes de la

planta, llegando a aumentar su crecimiento.

3.2.2.2 Estacas

En el caso de las estacas, no se logro resultados favorables, solo hubo presencia
de brotes, hojas, callos y raiz en una sola estaca (tratamiento M1TS1), mientras que los
otros tratamientos con resultado del 0%; debido a que el periodo de evaluacion fue de 8
semanas de realizada la siembra en los microtineles, se presume que el porcentaje de

enraizamiento incremente con el paso del tiempo.

Sanchez (2019) menciona que a los 90 dias de establecido el ensayo de
propagacion vegetativa de Bursera graveolens, en la ciudadela de Florén, Portoviejo,
provincia de Manabi; obtuvo un porcentaje de enraizamiento del 50% en estacas que
miden una longitud de 20 cm, las que fueron expuestas a un enraizamiento a base de
savia de aloe vera (latex compuesta por antraquinonas y glucosidos) y un sustrato con
tamo de arroz. Mientras que, las estacas con enraizadores a base de auxinas, solo

emitieron brotes y no raices.
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En la comuna Malvas, cantén Zapotillo de la provincia de Loja, Morillo et al.
(2016) realizo propagacion asexual de Bursera graveolens, utilizando estacas de 25-30
cm de longitud, ademas de hormonas comerciales como Hormonagro 1 y Enraizador
H.V., con compuesto activo de Acido Alfa Naftalenacético (ANA). A los 15 dias después
de la siembra en invernadero, se logré un porcentaje de formacion de brotes del 62%
con el tratamiento del Enraizador H.V., pero a los dos meses de la siembra las estacas
tenian un 100% de mortalidad; indicando que ello podria ser por causas externas como
la utilizacion y dosis aplicada de hormonas enraizantes. Por su parte Mero et al., (2017)
estudio la multiplicacion vegetativa de Bursera graveolens en un invernadero de la
localidad de Manabi, utilizando enraizador de tipo auxinico (AIB) y un sustrato a base
de tierra del bosque seco, tierra de guaba y arena del rio (4:2:1). En el dia 60 después
de la siembra se alcanz6 el 67% de formacion de brotes, o que llevo a ninguna

formacién de raices.

En la experimentacion que realizo Bonfil et al. (2008) al propagar asexualmente a
especies del género Bursera, los cuales fueron: B. lancifolia, B. longipes, B. fagaroides,
B. bicolor, B. glabrifolia, B. copallifera y B. bipinnataen. Las estacas fueron sembradas
en fundas de polietileno y se aplicé enraizante de tipo auxinico (10 000 y 1500 ppm); a
los cuatro meses, se obtuvo un porcentaje de formacién de callos fue de 27-85% en las
seis especies evaluados. No obstante en la formacion de raices en las especies B.
longipes y B. Bicolor de fue de 9 y11% respectivamente, este resultado se obtuvo a los
30 dias después de la siembra. Sin embargo, a los 60 dias presento una mortalidad del
100% en todos los tratamientos incluido el testigo. En tal sentido, Loeza et al., (2013)
menciona que para lograr la formacion de raices adventicias en B. morelensis es
importante que el nivel de lignificacion de las estacas a enraizar sean 0 donde se
consider6é como nivel bajo con un porcentaje de enraizamiento de 42.8%, mientras el
caso de B. galeottiana se recomienda un grado de lignificacion 1 (mayor nivel) con un
porcentaje de enraizamiento del 22%, esto basado en la premisa que la aplicacion de
auxinas tiene un efecto mayor sobre los tejidos poco lignificados de las especies

forestales, por ende un mayor porcentaje de raices caulinares y volumen radicular.
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Vasquez et al. (2019) Indica que realizé un estudio sobre la propagacion por
estacas de tres especies de Burcera en México, en un vivero utilizando sustrato
mezclado de 50% de turba, 25% de agrolita y 25% de vermiculita, sembrado en bolsas
de polietiieno negro, con enraizante a base de &cido indol-3-butirico en
concentraciones de 0.3 y 1%, y una solucion de alfanaftilacetamida (0.12%) con acido
indol-3-butirico (0.06 %). A los seis meses se evalud y se obtuvo un porcentaje de
enraizamiento del 20% en Bursera bipinnata, 6.25% en Bursera glabrifolia y 2.34% en
Bursera copallifera. Los mejores resultados se obtuvieron con acido indol-3-butirico
concentracion 3%, obteniendo un porcentaje de enraizamiento de 14.47%. Mientras
que, la solucion de acido indol-3-butirico con alfanaftilacetamida, presento porcentajes
similares al testigo, no presentando diferencia significativa, los valores fueron de 7.5y
2.5 respectivamente. Asi mismo, los porcentajes de formacion de callos y de brotes
aéreos son superiores en comparacion del porcentaje de enraizamiento en todas las
especies; uno de los casos mas representativos es la especie Bursera bipinnata obtuvo

un 20% de formacién de raices, 24.37% formacion de callos y 30% brotes aéreos.

Estudios sobre la propagacion sexual o asexual de Bursera graveolens son
escasos, por ello, se investigd sobre el género de esta especie. La mayoria de los
autores con respecto a la propagacion asexual de Bursera graveolens y especies del
mismo género, coinciden en que la aplicacion de enraizadores a base de auxinas en
las estacas; se observa la formacion de brotes, mas no existe resultado significativo
sobre la formacion de raices, coincidiendo en que las auxinas no promueven a la
formacion de raices en Bursera graveolens, pero si la formacion de brote. También,
hacen especial énfasis, sobre la mortalidad de la especie, indicando que transcurrido

el periodo aproximadamente de dos meses el porcentaje de mortalidad del 100%.

Asi mismo, es importante mencionar que no existe estudios o investigaciones
sobre la propagacion por semilla y estacas de Bursera graveolens o especies de este
género, en un sistema de microtuneles y utilizando enraizantes a base de fitohormonas,
aminoacidos y algas marinas, o de otro tipo. Por ello, la investigacion se realizo
apoyandose de otras especies arboreas como: Guazuma crinita Mart., Tectona grandis
L. y Gmelina arbdérea Roxs, las cuales fueron propagadas en este tipo de sistema y

aplicando promotores radiculares.
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La propagacién vegetativa por estacas es efectiva en un porcentaje de
enraizamiento del 96.7% de bolaina blanca (Guazuma crinita Mart.) realizada por
Basauri (2017) en Ucayali, Peru; bajo un sistema de microtunel y utilizando enraizante
Rapid Root (compuesto activo AIB) de 3000 ppm, logré. También, menciona que la
propagacion en un sistema de microtineles para esta especie mejoro no solo el
porcentaje de enraizamiento sino la sobrevivencia de las estacas a un 98.9%; el
sustrato a base de arena fina logro el enraizamiento del 91,3% y el porcentaje de

formacién de brotes del 100%.

Abdelnour & Mufioz (2005) en Costa Rica, estudio a la especie Tectona grandis L.
(teca), donde utilizo concentraciones de sales (completa o reducida a la mitad), acido
indolbutirico (AIB) en concentraciones de 2.5, o 25 mg/l, para la formacion de brotes es
estacas y utilizando microtineles. El porcentaje de enraizamiento del 96% en el testigo
y el tratamiento que fue sembrado en el sitio de siembra y solo se le aplico 25 mg/l AIB
en agua, por tres minutos obtuvo un porcentaje de 92%. Asi mismo, el tratamiento 6,

sembrado en un sistema de microtuneles, logré un 62% de enraizamiento.

La investigacién realizada por Valencia (2020), en aplicaciéon de hormonas
comerciales como AIB ACI para el enraizamiento de Gmelina arbérea Roxs (Melina) y
en microtuneles de germinacion con sustrato de turba, obtuvieron un porcentaje de
enraizamiento de 91%, el desarrollo fue en el tallo, logrando un incremento significativo

en la altura y diametro; asi mismo, se obtuvo una mortalidad de 0%.

Pefia, A. (2019) estudio la multiplicacion vegetativa de la especie de Cedrela
odorata L. con nombre comun cedro en un sistema de microtuneles y utilizando
hormonas enraizadores, mezcla de AIB y ANA en diferentes dosis de 500, 1000, 1500
mg kg~!. El resultado indica que el mayor porcentaje de formacion de brotes (14%) a
una dosis mezcla de hormonas a 15000 mg kg~1. Por el contrario en las variables de:
namero de raices, longitud de la raiz mayor y longitud de raices promedio es inferior a

los resultados obtenidos por el testigo.
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Los resultados negativos obtenidos en la experimentacion y comparados con la
de otros autores, indican que la aplicacion de promotores radiculares a base de auxinas
en la especie de palo santo no permite el desarrollo de las raices, tan solo promueve el
desarrollo de brotes. Estos resultados se pueden atribuir a la perdida excesiva de la
secrecion de resina, al momento de realizar el corte en el tallo, impidiendo la formacion
de callos, y por consecuencia la emisién de raices. Al respecto Loeza et al., (2013)
menciona que las especies de Burseras son arboles resinosos, con diferencias en sus
resinas; por ejemplo B. morelensis tiene una resina menos viscosa y un porcentaje de
enraizamiento del 22%, comparada con B. galeottina con resinas mas viscosa y

porcentaje de enraizamiento del 0%.

3.3 Guiade un de sistema de propagacion sexual y asexual

El disefio de un sistema de propagacion sexual y asexual en microtineles de
germinacién y aplicacion de promotores radiculares en Bursera graveolens (Ver
apéndice A), detalla informacion especifica sobre las caracteristicas a considerar para
identificar a un arbol progenitor y las dimensiones de las estacas, peculiaridades fisicas
de las semillas, particularidades de la infraestructura de microtineles y el efecto de la

aplicacion de promotores radiculares en semillas y estacas (Figura 3.1).
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5. Aplicacion de
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una dosis de 6 ml por litro de agua, para 100
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El riege debe ser diario por dos horas a ung
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relative del75% solbsoca@espol.edu.ec

Figura 3.2 Triptico de propagacion sexual y asexual de Bursera graveolens.
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CAPITULO 4

4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

El material reproductivo usado en la experimentacion tuvo parametros fisicos de

tamafio 0.53 cm y peso de 5,55 g por 100 semillas.

Se determiné con la prueba de viabilidad de tetrazolio, que las semillas
recolectadas de Bursera graveolens tiene un 70% de viabilidad, mostrando la

potencialidad de germinacion de las semillas.

El material vegetativo de madre progenitor fue seleccionado de acuerdo a
parametros como: arbol en etapa de fructificacion, estado fitosanitario libre de
plagas y enfermedades; para las estacas recolectadas en el mes de junio, a un

tamafio de 20 cm de largo y un diametro de 1 cm cada estaca.

El sistema de microtineles de germinacion puede llegar a incrementar una
temperatura de 45°C y humedad relativa a un 75%, ademas de crear
condiciones ambientales controladas, para asegurar la germinacion de semillas

de palo santo.

En las semillas la aplicacion de extracto de algas marinas a una dosis de 6 ml/I
de agua y la combinacion con la siembra en microtuneles, acelero el proceso y
se obtuvo un 20% de germinaciébn a las 8 semanas, esto debido a las
condiciones de temperatura y humedad idonea para su germinacion, asi como el
efecto de las fitohormonas en las semillas, mostrando un efecto sinérgico en la

germinacion de palo santo.
La propagacion de estacas de Bursera graveolens utilizando promotores

radiculares a base de fitohormonas o aminoacidos, no desarrolla raices ni brotes

durante el periodo de ocho semanas.

40



4.2 Recomendaciones

La Implementacion de un protocolo de germinacién y propagacion vegetativa,
permitirA mayores porcentajes de germinacion en palo santo, ya que se
controla las condiciones ambientales y se promueve el enraizamiento dentro

de un sistema de microtaneles y aplicacion de promotores radiculares.
Se recomienda seguir con las investigaciones, sobre la reaccion de

compuestos de la madera de palo santo con las auxinas o fitohormas, ya que

no permiten el enraizamiento en estacas.
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APENDICE A

Datos del diseiio experimental

Bloques al azar
Tipo de disefio Factorial 2x3x2
Factor B 2
Factor C 3
Factor D 2
Tratamientos 5
Semillas por unidad 50

Figura A 1 — Disefio experimental de semillas.

Bloques al azar

Tipo de disefio Factorial 2x2x2x2

Factor A

Factor B

Factor C

Factor D

N NN DNDN

Tratamientos

Esquejes por unidad 15

Figura A 2 — Disefio experimental de estacas.




APENDICE B

Analisis estadistico

Analisis de la varianza

4 ml/L

Variable N R* R* 4j CWV
4 ml/L 15 =sd =d =d

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p-valor
Modelo 0,00 14 0,00 =d sd
Semilla=s 0,00 14 0,00 =4 =d
Error 0,00 O 0,00
Total 0,00 14
Sml /L

Variable N R® RS BAj CV
Sml/L 15 1,00 sd 0,00

Cnadro de Analiszis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p-wvalor
Modelo 0,93 14 0,07 =d ad
Semilla= 0,93 14 0,07 =4 ad
Error 0,00 O 0,00
Total 0,93 14
6 ml/L

Variable N R® R Aj CV
& ml/IL 15 1,00 =d 0,00

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p-valor
Modelo 2,40 14 0,17 =d =d
Semilla=s 2,40 14 0,17 =d =d
Error 0,00 O 0,00
Total 2,40 14

Figura B 1 — ANOVA de tratamiento de semillas.



Analisi=s de la varianza

HO

WVariable W ER* RT Aj CW
HO 15 =d ad =d

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5 gl CM F p-wvalor
Modelo 0,00 14 0,00 =d =d
Microtineles 0,00 14 0,00 =d =d
Error 0,00 O 0,00
Total 0,00 14

51

Variable N R* R% Bj CV
51 15 1,00 sd 0,00

Cnadro de Anadlisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-wvalor
Modelo 2,40 14 0,17 =d =d
Microtineles 2,40 14 0,17 =d ad
Error 0,00 O 0,00
Total 2,40 14

Figura B 2 — ANOVA de microtuneles.



APENDICE C

Triptico de propagacion sexual y asexual aplicando

enraizadores comerciales en un sistema de microtUneles de

41, Prueba de tetrazolio

por Lo

Diagrama#1: Procedimiento de ls pruebe de
tetrazolio.

5. Aplicacion de
fitohormonas

L aplicacion de extracle a base de algas marinas a
una dosis de 6 ml por litro de agua, para 100
samillas. durante un periodo de 24 horas antes de

realizado la siembra,

germinacion

6. Siembra de semillas y

estacas

El numero de estacas por cada microtanel es de
120 y sembradas a una distancia de 10 cm, Por otro
lado, 1a siembra de semillas es de 200 por cada
microtunel y a una profundided de 2 cm

m'

>

6. Manejo agrondmico:

El riege debe ser diano por dos horas 8 ung
temperatura de germinacion de 45°C y humeadad
relativa del 75%,

enpol &t

Protocolo de
germinacion y de
propagacion
vegetativa de palo
santo (Bursera
graveolens)

Sol Soca
solbsoca@espol.edu.ec

Figura C 3 - Protocolo de propagacion de palo santo pagina 1.



Presentacion

El presente documento cuenta con
informacion relevante sobre protocolos de
germinacion y propagacicn vegetativa de
palo santo mediante la  validacion  de
prototipo de microtuneles, para el desarrolio
de |a especia. Se define las caractersticas
del material reproductivo mediante el
andlisis de paramelros lisicos de las semillas
y del material  vegetativo, Asl  como,
Informacion refavante sobre la
Implementacion de  microtuneles
aplicacion promotores radiculares en el
material reproductivo, para & aumento del
porcentaje de gesminacion,

1.Construccion de

microttineles
Eeses-———————

Las dimensiones del microtunelas deben ser
de 1 metro de alto, 1 base de 4m de largo y
Tm de ancho. Con un sistema de rlego por
nsbullzador (2 por cada microtanal), El
sustrato debe sar de arena fina, debidamente
desinlectada.

3. Seleccion de estacas
2 e ——

Las dimensiones de las estacas deben ser de
20cm de largo por Tem de digmetro,

4
Los bosques y los drboles
contribuyen mucho mds al sustento
de los seres humanos de lo
comiinmente se cree, dese do
un papel crucial para la sequridad

alimentaria, el agua potable, la
energia renouable y las economias
rurales.

66

2.Material reproductivo
I —

Se recomienda recolectar las estacas en
epoca saca, el arbol debe ser joven y en
etapa reproductiva; ademas, robustos,
libres de plagas y enfermedades.

Por otra parte, las semillas se deben
recolectar en la época de fructificacion
anual.

4 Seleccion de semillas
e

Las semillas deben sar sin deformaciones,
de color manen oscurcs, deben tener un
peso de 555 g por 100 semdlas, un tamanc
de 0.53 cm y una vialidad mayor al 70%, &
cual es analizada con s prueba de tetrazolio,

Figura C 4 - Protocolo de propagacion de palo santo pagina 2.
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