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Resumen

Introduccién. El género Ceroxylon agrupa especies de palmas andinas vulnerables por la intervencién humana.
En particular, las semillas de Ceroxylon alpinum Bonpl. presentan baja germinacion, lento crecimiento y requieren
complejas interacciones ambientales para desarrollarse. Objetivo. Evaluar métodos de desinfeccion para embriones
cigéticos de palma que permitan el cultivo in vitro y la micropropagacién. Materiales y métodos. El estudio se llevé a
cabo entre febrero de 2021 y marzo de 2022. Las semillas de palma de cera (Ceroxylon alpinum Bonpl.) se colectaron
en el bosque El Cairo, Salento, Quindio, Colombia, en estado de fructificacién, con buen desarrollo morfolégico
y fitosanitario. Posteriormente, fueron transportadas al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal-CIBUQ en Armenia,
Quindio. Las semillas se desinfectaron superficialmente con detergente neutro Tween 20 a una concentracién de 0,1 %
(v/v) y agua corriente, seguidas de una inmersién en NaClO al 3 % durante 25 minutos. Los embriones fueron extraidos
bajo estereoscopio y sumergidos en alcohol al 70 % por 1 minuto. Luego, se sometieron a diferentes concentraciones
de NaClO durante 10 minutos antes de ser cultivados en medio MS (Murashige y Skoog) y evaluados durante ocho
semanas. Se utiliz6 un disefio completamente al azar con un Unico factor (concentraciéon de NaClO) y tres niveles
(1%, 1,5 %y 2 %), mediante andlisis de varianza y prueba de Tukey (o = 0,05) usando el programa Statistica 8.
Resultados. La desinfeccion con NaClO al 1,5 % (T2) fue la mds eficaz, logrando un 75 % de supervivencia y un 74
% de brotacion de embriones. En contraste, la concentracion al 2 % de NaClO aument6 la contaminacion. Conclusion.
El método de desinfeccion con NaClO al 1,5 % fue el mds efectivo para viabilizar los embriones cigéticos de palma
de cera, al maximizar la supervivencia y brotacién in vitro, facilitando la micropropagacion y la conservacién de
especies en peligro.

Palabras clave: explantes, esterilizacion, hipoclorito de sodio, inocuidad, palma de cera.
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Abstract

Introduction. The genus Ceroxylon comprises vulnerable Andean palm species threatened by human
intervention. Ceroxylon alpinum Bonpl. seeds specifically exhibit low germination rates, slow growth, and require
complex environmental interactions for development. Objective. To evaluate disinfection methods for zygotic palm
embryos to facilitate in vitro cultivation and micropropagation. Materials and methods. Research was conducted
between February 2021 and March 2022. Wax palm (Ceroxylon alpinum Bonpl.) seeds were harvested during the
fruiting stage in El Cairo forest, Salento, Quindio, Colombia, selecting specimens with optimal morphological
development and phytosanitary conditions. Seeds were transferred to the Plant Biotechnology Laboratory-CIBUQ
in Armenia, Quindio. Surface sterilization was performed using neutral detergent Tween 20 at a concentration of
0.1 % (v/v) and running water, followed by immersion in 3 % NaClO for 25 minutes. Embryos were extracted
under a stereoscope and immersed in 70 % alcohol for one minute. Subsequently, they underwent different NaClO
concentration treatments for 10 minutes before being cultivated in Murashige & Skoog (MS) medium and evaluated
for eight weeks. A completely randomized design with a single factor (NaClO concentration) and three levels (1 %, 1.5
%, and 2 %) was used, analyzed through analysis of variance and Tukey’s test (o0 = 0.05) using Statistica 8 software.
Results. Disinfection with 1.5 % NaClO (T2) demonstrated optimal efficacy, yielding 75 % survival and 74 %
embryo sprouting rates. In contrast, 2 % NaClO concentration resulted in increased contamination. Conclusion. The
disinfection method using 1.5 % NaClO proved most effective for enabling the viability of wax palm zygotic embryos,
maximizing in vitro survival and sprouting, thereby enhancing prospects for micropropagation and conservation of
this endangered species.

Keywords: explants, sterilization, sodium hypochlorite, safety, wax palm.

Introduccion

Sudamérica es el mayor centro de riqueza y diversidad para la familia Arecaceae o Palmae. Cuatro de las cinco
subfamilias de palmas coexisten en este continente: Calamoideae, Coryphoideae, Ceroxyloideae y Arecoideae. Este
patrén de diversidad se debe a factores ecoldgicos relacionados con el clima y la variabilidad geomorfolégica del
territorio (Benchimol et al., 2017; Couvreur et al., 2024).

El género Ceroxylon,endémico de las montafias tropicales, estd constituido por doce especies que se encuentran
en Venezuela, Colombia, Ecuador, Perd y Bolivia, distribuidas entre los 600 y 3500 m de altitud (Benchimol et al.,
2017; Fernandez-Hilario et al., 2024; Khan et al., 2020). Esta distribucion es significativa para las reconstrucciones
biogeograficas de los Andes y representa un mosaico de especies interesantes por sus adaptaciones fisioldgicas
y morfolégicas. El género contiene algunas de las palmas mds altas del mundo y es uno de los cinco géneros de
palmas mds diversificados en los Andes (Sanin & Galeano, 2011).

Ceroxylon alpinum Bonpl. fue descrita en 1801 por los botdnicos Alexander von Humboldt y Aimé Bonpland
durante sus exploraciones en las montafias del Quindio. Esta palma, conocida por su capacidad para producir cera,
fue presentada formalmente a la comunidad cientifica en 1804. Su nombre, que combina las palabras griegas keros
(‘cera’) y xylon (‘madera’), resalta una de sus caracteristicas mds notables (Corporacion Auténoma Regional de
Cundinamarca, 2018).

En Colombia coexisten siete de las trece especies registradas de Ceroxylon, que se desarrollan a lo largo de las
tres cordilleras del pais (Galeano et al., 2015). En el departamento del Quindio se han identificado cuatro especies
de este género: Ceroxylon quindiuense, Ceroxylon alpinum, Ceroxylon vogelianum 'y Ceroxylon parvifrons (Rojas-
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Sandino et al., 2023), las cuales estdn dispersas en los bosques de Génova, Pijao, Cérdoba, Calarcd, Filandia y
Salento, con las mayores poblaciones de Ceroxylon alpinum Bonpl. reportadas en las veredas de Cécora, Navarco
y Camino Nacional (Fernandez-Hilario et al., 2024; Gonzalez-Rivillas et al., 2018).

La biologia de Ceroxylon alpinum Bonpl. ha sido poco estudiada. Se sabe que estos individuos tienen semillas
de lenta germinacién y crecimiento, y que desde una perspectiva ecoldgica requieren numerosos elementos
floristicos y faunisticos para su desarrollo (Instituto de Investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander von
Humboldt, 2017). Las poblaciones restantes enfrentan varios problemas de conservacion debido a la expansion
agricola, ganadera y urbana, que las ha reducido a pequefios parches boscosos. Ademds, la extraccion de sus hojas
para uso durante la Semana Santa ha devastado gran parte de los individuos juveniles y adultos jévenes (Chacén-
Vargas et al., 2020).

A causa de la presion antropogénica y la pérdida de habitat, Ceroxylon alpinum Bonpl ha sido incluida como
especie en peligro critico de extincidon (Rojas-Sandino et al., 2023). La Unién Internacional para la Conservacion
de la Naturaleza (UICN) la clasific6 como una especie en peligro (Couvreur et al., 2024). Ademas, la Unidad
Administrativa Especial del Sistema de Parques Nacionales Naturales de Colombia la considerd de alta relevancia
ecoldgica y en estado critico de extinciéon. También forma parte del listado de especies en peligro critico del
departamento del Quindio (Gonzélez-Rivillas et al., 2018).

A pesar de su importancia ecolégica y evolutiva, fenémenos como la germinacién, la polinizacién y la fenologia
reproductiva en palmas han sido poco estudiados (Henderson, 2024). Un ejemplo es Ceroxylon que, a pesar de
su amplio rango de distribucién geogréfica y su relevancia ecoldgica y cultural, presenta numerosos aspectos
fundamentales atin desconocidos (Bacon et al., 2021; Henderson, 2024). La escasa investigacion sobre estos procesos
impide una comprension completa de la ecologia y las necesidades de conservacion de este género esencial.

Los estudios de las dltimas décadas se han centrado principalmente en la distribucién geogréfica, caracteristicas
botdnicas y aspectos taxondémicos de muchas especies. Sin embargo, los datos sobre fenologia reproductiva y
germinacion en Ceroxylon carecen de rigurosidad cientifica o son inexistentes. Por lo tanto, resulta relevante
evaluar estos aspectos ecoldgicos, como la germinacidn, para asegurar la recuperacién y conservacion de sus
poblaciones (Henderson, 2024; Wang et al., 2023).

En contraste, la biotecnologia se ha convertido en una herramienta significativa para apoyar programas de
reintroduccién de especies vegetales. Las principales ventajas de la micropropagacién incluyen altos coeficientes
de multiplicacién, lo que permite manejar grandes volimenes de plantas en cortos periodos de tiempo y facilita
la rdpida introduccién de nuevas plantulas. Esta técnica ha demostrado ser eficaz en la produccion a gran escala
de plantas uniformes y libres de enfermedades, lo cual contribuye de manera importante a la conservacion y
mejoramiento de especies vegetales (Espinosa-Leal et al., 2018; Kulus & Tymoszuk, 2024).

Considerando que Ceroxylon alpinum Bonpl. se encuentra en riesgo critico de extincién (Brodsky et al., 2023;
Galeano et al., 2015) y que no existe una metodologia precisa para su multiplicacion in vitro, es fundamental
estudiar su micropropagacion a partir de embriones cigéticos. Como un primer paso para el establecimiento in
vitro de C. alpinum, resulta crucial investigar opciones confiables y seguras para la propagacion de esta planta bajo
ambientes controlados (Espinosa-Leal et al., 2018; Kulus & Tymoszuk, 2024).

La intencién de este estudio fue identificar un protocolo para la desinfeccién de embriones cigdticos de
Ceroxylon alpinum Bonpl., etapa previa y necesaria para la produccién de plantulas. Los resultados obtenidos
servirdn como soporte para la posterior evaluacion de la produccién in vitro de plantas de palma de cera.

En las técnicas de desinfeccion del material vegetal se emplean diversas sustancias quimicas, como el
hipoclorito de sodio (NaClO), el hipoclorito de calcio (CaClO), el peréxido de hidrégeno (H,O,), el etanol
(C,H,OH) y el bicloruro de mercurio (HgCl,)). De todas ellas, el hipoclorito de sodio ha sido el més utilizado por
los investigadores debido a sus excelentes resultados en la desinfeccién y el establecimiento in vitro del material
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vegetal, ajustando concentraciones y tiempos de exposicion. Este compuesto destaca por su efectividad, bajo costo
y facilidad de adquisicién (Corozo et al., 2020). En este contexto, la finalidad de esta investigacion fue evaluar
métodos de desinfeccidn para embriones cigéticos de palma que permitan el cultivo in vitro y la micropropagacion.

Materiales y métodos
Fase de campo

Las semillas de palma de cera (Ceroxylon alpinum Bonpl.) fueron colectadas en el bosque El Cairo, ubicado
en el municipio de Salento, Quindio, Colombia, en las coordenadas 4° 35' 24" N y 75° 31' 05". Esta region de alta
biodiversidad se encuentra entre 1800 y 2400 m s. n. m. Segtn la clasificaciéon de zonas de vida de Holdridge,
este bosque se categoriza como bosque muy himedo montano bajo (bmh-MB), caracterizado por una temperatura
media anual de 12 a 18 °C y una precipitacién anual de 2000 a 4000 mm (Galeano et al., 2015).

Se colectaron semillas maduras de palma de cera en estado de fructificacion, con desarrollo morfoldgico,
fisioldgico y fitosanitario adecuado. Los frutos seleccionados no presentaban signos de enfermedad ni deficiencia
nutricional y conservaban un aspecto fisico saludable, color naranja vivo y tamafio adecuado para obtener
embriones de buena calidad. Ademas, se confirmé que las semillas contaban con un contenido de humedad éptimo
para asegurar su viabilidad mediante el método de estufa.

Fase de laboratorio

La investigacion se desarrollé entre febrero de 2021 y marzo de 2022. Para preservar la viabilidad de las
semillas, se transportaron en una nevera de poliestireno al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal-CIBUQ en la
Facultad de Ciencias Bdsicas de la Universidad del Quindio, en Armenia, Colombia. De esta manera, se aseguro su
llegada en condiciones éptimas para la posterior desinfeccion y el establecimiento in vitro.

Método de asepsia

La superficie de las semillas se lavd y desinfect con una solucidn de detergente liquido neutro (Tween 20)
a una concentracion de 0,1 % (v/v) y agua corriente para eliminar contaminantes y patdgenos. Seguidamente, se
sumergieron en una solucién industrial de NaClO al 3 % durante 25 min para evitar el ataque de microorganismos.
Luego, se lavaron dos veces con agua destilada estéril y se extrajeron los embriones de las semillas con la ayuda de
pinzas de punta fina y un bisturi, bajo estereoscopio académico SZ-145 a 10-20x con iluminacién led.

Desinfeccion de embriones

Los embriones aislados se llevaron a la cabina de flujo laminar horizontal clase 1 de 190 cm de frente, marca
Implab, donde se sumergieron en alcohol al 70 % durante 1 min. Luego, se sometieron a diferentes concentraciones
de hipoclorito de sodio (NaClO) con agitacion continua durante 10 min, seguida de tres enjuagues en agua destilada
estéril (Cuadro 1). Por tltimo, los explantes se sembraron en el medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962) y
se trasladaron a la sala de crecimiento para su evaluacién y seguimiento durante ocho semanas.
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Cuadro 1. Desinfeccion de embriones cigdticos de Ceroxylon alpinum para el establecimiento in vitro en diferentes concentraciones
de NaClO. Armenia, 2022.

Table 1. Disinfection of Ceroxylon alpinum zygotic embryos for in vitro establishment at different NaClO concentrations. Armenia,
2022.

Tratamiento (T) Desinfectante/Tiempo
TO Sin NaClO
T1 NaClO 1,0 %; 10 min
T2 NaClO 1,5 %; 10 min
T3 NaClO 2,0 %; 10 min

T: tratamientos. / T: treatments.

Medio de cultivo

Para la elaboracién del medio de cultivo, se utilizaron las sales del medio basal MS formuladas por Murashige
y Skoog (1962) y se agregaron 30 g/L de azicar (sacarosa) como fuente de carbono. El pH se ajusté a 5,8 afiadiendo
KOH al IN. Ademds, se adicionaron 2,8 g/L de gelificante. Se vertieron 20 mL de medio de cultivo en cada envase
tipo Gerber.

Posteriormente, se esterilizaron en autoclave a 15 psi y 121 °C durante 20 min. Después de la siembra, los
cultivos se incubaron en el cuarto de crecimiento a una temperatura de 24 + 2 °C, bajo un fotoperiodo de 16
horas luz, con ldmparas de luz blanca a una intensidad luminica de 2000 lux. A los quince dias de incubacién, se
sometieron a oscuridad y luego se volvieron a exponer al fotoperiodo.

Disefio experimental

El estudio se realiz6 bajo un disefio completamente al azar con un solo factor (concentracién de NaClO) y
tres niveles (1 %, 1,5 % y 2 %), todos a un tiempo fijo de 10 min. Se emplearon tres repeticiones por tratamiento
y, en cada repeticion, se utilizaron 30 embriones de palma de cera. Se considerd la independencia al usar frascos
individuales y semillas no relacionadas entre si. Se aplicé la transformacién de proporciones para facilitar el
cumplimiento de los supuestos de normalidad de residuos y homogeneidad de varianzas.

Finalmente, se corroboré mediante pruebas de residuos que no existieran violaciones graves a dichos supuestos,
lo que permitié ejecutar el andlisis de varianza y la prueba de comparaciones multiples de Tukey (o = 0,05) para
comparar las medias de cada variable (contaminacién, brotacién y sobrevivencia). El procesamiento estadistico se
llevé a cabo en el programa Statistica para Windows, version 8 (StatSoft, 2008).

Resultados
Método de asepsia
El proceso de limpieza superficial de las semillas de palma de cera resulto eficaz para eliminar la contaminacion,

logrando reducir su carga microbiana antes de someterlas al proceso de desinfeccion y esterilizacion. Esto permitid
una disminucién notable de la contaminacién durante el cultivo in vitro. Los porcentajes de germinacién de
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los embriones cigéticos fluctuaron entre 32 % y 63 %, lo cual indica una variabilidad en la respuesta, pero con
resultados positivos bajo las condiciones establecidas. Lo anterior sugiere que, aunque la técnica aplicada fue
adecuada, se podrian realizar ajustes para mejorar la tasa de éxito

Desinfeccion de embriones cigoticos

El tratamiento de desinfeccion T2 (NaClO 1,5 %) fue el mds efectivo para la esterilizacién de embriones de
semillas de palma de cera, lo que result6 en el mayor nimero de embriones supervivientes (106), de los cuales
79 germinaron y 19 se contaminaron. En contraste, el tratamiento T3 (NaClO 2 %) produjo el mayor nimero de
explantes contaminados (44). Aun asi, 81 explantes sobrevivieron, como se ilustra en la Figura 1.
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Figura 1. Tratamientos de desinfeccion para embriones de palma de cera. Armenia, 2022.

Figure 1. Disinfection treatments for wax palm embryos. Armenia, 2022.

El andlisis de varianza mostré diferencias significativas entre los tratamientos de desinfeccion (p = 0,001).
La prueba LSD revel6 que el tratamiento con NaClO al 1,5 % (T2) fue el mds eficiente para la esterilizacion de
embriones de semillas de palma de cera. Este tratamiento resulté significativamente mds eficaz que los demds, como
se detalla en el Cuadro 2.

Segtin la prueba de comparaciones multiples de Tukey (o = 0,05), aplicada a cada una de las tres variables
(contaminacién, brotacién y sobrevivencia) en los tratamientos de desinfeccion con NaClO al 1 %, 1,5 % y 2 %,
se confirma que la concentracion de 1,5 % es el tratamiento 6ptimo dentro de los evaluados. Esta opciéon maximiza
la eficiencia en el control de la contaminacion, a la vez que promueve un mayor crecimiento y sobrevivencia de
los embriones (Cuadro 3).
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Cuadro 2. Estadisticos descriptivos para tres variables evaluadas en embriones de palma de cera bajo distintos tratamientos de NaClO.
Armenia, 2022

Table 2. Descriptive statistical analysis of three variables evaluated in wax palm embryos under different NaClO treatments. Armenia,
2022.

Variable/tratamiento Media DE EE CvV
Contaminacion
NaCIO 1 % 552 % 499 % 446 % 904 %
NaCIO 1,5 % 152 % 359 % 322 % 2368 %
NaClO 2 % 352 % 47,7 % 427 % 135.5 %
Brotacion
NaClO 1 % 328 % 470 % 4,20 % 1430 %
NaCIO 1,5 % 63,2 % 482 % 431 % 76,3 %
NaClO 2 % 352 % 47,7 % 427 % 1355 %
Sobrevivencia
NaCIO 1 % 46,4 % 499 % 446 % 107.,6 %
NaClIO 1,5 % 84,0 % 36,7 % 3,28 % 43,6 %
NaClO 2 % 65,6 % 47,6 % 425 % 72,6 %

DE: Desviacion estandar. EE: Error estandar. CV: Coeficientes de variacion. / DE: Standard deviation. EE: Standard error. CV:
Coefficient of variation.

Cuadro 3. Prueba de comparaciones miltiples (Tukey) para contaminacion, brotacion y sobrevivencia en embriones de palma de cera
bajo diferentes concentraciones de NaClO. Armenia, 2022.

Table 3. Multiple comparison test (Tukey) for contamination, germination, and survival in wax palm embryos under different NaClO
concentrations. Armenia, 2022.

Tratamiento Contaminacion Grupo Brotacion Grupo Sobrevivencia Grupo
NaClO 1,5 % 152 % A 632 % A 84,0 % A
NaClO 2 % 352 % B 352 % B 65,6 % B
NaClO 1 % 552 % C 328 % C 46 4 % C
Discusion

Las técnicas de desinfeccion son esenciales para preservar la viabilidad y promover el crecimiento y desarrollo
adecuado del explante (Kulus & Tymoszuk, 2024; Sivanesan et al., 2021). Una desinfeccién eficiente minimiza
la contaminacién microbiana, lo que resulta crucial para garantizar el éxito en los cultivos in vitro. Al reducir
significativamente el riesgo de contaminacion, se optimizan las condiciones necesarias para el crecimiento
saludable de los embriones y se mejora el rendimiento general del proceso de micropropagacion.

La eficacia del tratamiento de desinfecciéon con NaClO al 1,5 % se atribuye a las propiedades germicidas y
oxidantes del hipoclorito de sodio. Este compuesto desnaturaliza proteinas y desintegra las membranas celulares de
los microorganismos, lo cual permite una desinfeccién efectiva de los embriones cigéticos. Este resultado coincide
con estudios previos que destacan la importancia de la concentracion y el tiempo de exposicion al desinfectante para
lograr la esterilizacion sin dafar los explantes (Sivanesan et al., 2021; Teixeira da Silva et al., 2016).
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El tratamiento T3 (NaClO 2 %) present6 un mayor nimero de explantes contaminados, lo que indica que
concentraciones elevadas de hipoclorito de sodio pueden tener un efecto fitotéxico y comprometer la viabilidad
de los embriones. Este hallazgo coincide con investigaciones acerca de la micropropagacioén de palmas y otras
especies tropicales. Por ejemplo, Gammoudi et al. (2022) sefialaron que el equilibrio entre la concentraciéon y el
tiempo de inmersion es critico para evitar dafios y promover la regeneracion. Asimismo, Kalyana Babu et al. (2025)
y Mazri y Meziani (2013) reportaron que dosis elevadas pueden provocar necrosis, mientras Jatoi et al. (2015)
destacaron que protocolos agresivos dafian las células embrionarias y dificultan su establecimiento. En conjunto,
estas evidencias respaldan la idea de que una concentracion excesiva de NaClO, como el 2 %, puede tener un
efecto negativo en la supervivencia y el desarrollo de los embriones, reforzando la recomendacién de emplear
concentraciones intermedias que equilibren la reduccién de contaminantes y la integridad del explante. Ademads,
este fendmeno ha sido documentado en otros estudios sobre cultivos in vitro, donde concentraciones elevadas de
NaClO pueden alterar las propiedades fisicoquimicas del medio de cultivo y afectar el crecimiento de los embriones
(Pais et al., 2016).

La seleccién de semillas en campo sin tratamiento con pesticidas contribuyé a los mayores indices de
contaminacién observados. Este hallazgo resalta la importancia de utilizar material vegetal procedente de
invernaderos o condiciones controladas para disminuir la carga microbiana inicial y mejorar las tasas de éxito en
cultivo in vitro. Investigaciones han demostrado que los explantes obtenidos de plantas cultivadas en ambientes
controlados presentan menores niveles de contaminacion (Faria & Illg, 2005; Guerra & Dal Vesco 2010; Martinez-
Montero et al., 2012; Teixeira da Silva et al., 2016). Por lo tanto, la implementacion de tratamientos previos con
bactericidas o fungicidas en campo puede ser una estrategia efectiva para reducir la contaminacién inicial y mejorar
la eficiencia de la desinfeccion (Permadi et al., 2023; Sekerli, 2024; Wang et al., 2023).

La contaminacién interna del explante, que sobrevive a la desinfeccidn superficial, puede manifestarse en
etapas posteriores del cultivo, afectando el éxito del procedimiento. Este tipo de contaminacion es dificil de
eliminar por completo y subraya la necesidad de desarrollar técnicas mds avanzadas y especificas para tratar
contaminantes internos. La aplicacién de tratamientos combinados de desinfeccién superficial y endégena podria
ser un drea prometedora de investigacion para mejorar la viabilidad de los explantes (Leelavathy & Sankar, 2016;
Orlikowska et al., 2017; Permadi et al., 2023).

El tratamiento con NaClO al 1,5 % demostr6 ser la mejor opcién para la desinfeccion de embriones de
Ceroxylon alpinum Bonpl., favoreciendo su supervivencia y brotacion. Este resultado es significativo para la
conservacién de esta especie vulnerable, ya que facilita su micropropagacién y eventual reintroduccién en su
hébitat natural. La reproduccion eficiente de plantas mediante técnicas in vitro puede contribuir a la preservacion de
la biodiversidad y la restauracion de ecosistemas afectados por la actividad humana (Anwar et al., 2021; Custédio
et al., 2023).

Las limitaciones de este estudio incluyen la posible variabilidad en la respuesta de los embriones, causada por
factores genéticos y ambientales no controlados. Ademads, la ausencia de tratamiento previo con pesticidas podria
haber sesgado los resultados hacia indices mds altos de contaminacion. Estas limitaciones sefialan la necesidad de
realizar investigaciones adicionales con controles mds estrictos y una mayor muestra de embriones para validar los
hallazgos obtenidos.

Futuros estudios deben centrarse en combinar tratamientos desinfectantes con condiciones controladas de
crecimiento para optimizar la micropropagacion de plantas. Es crucial investigar cémo distintas concentraciones
de NaClO afectan a especies de palmas y otras plantas, como se ha observado en investigaciones con Pistacia
vera, donde se determinaron concentraciones éptimas para reducir la contaminacion sin provocar fitotoxicidad
(Gammoudi et al., 2022). Ademads, es fundamental revisar las estrategias de control y deteccién de la contaminacién
bacteriana en cultivos de tejidos, resaltando la necesidad de un control riguroso para mantener la asepsia y asegurar
resultados eficientes en la micropropagacién (Orlikowska et al., 2017).
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Reproducir las plantas eficientemente por medio de técnicas in vitro es esencial para la conservacién de
especies en peligro como Ceroxylon alpinum. Esta metodologia permite la micropropagacién y la reintroduccién
de plantulas en sus hdbitats naturales, contribuyendo de manera eficaz a la preservacioén de la biodiversidad y la
restauracion de ecosistemas (Anwar et al., 2021; Custédio et al., 2023).

Conclusiones

El tratamiento de desinfeccidon con hipoclorito de sodio al 1,5 % demostré ser el método mds eficaz para
la esterilizaciéon de los embriones cigéticos de Ceroxylon alpinum Bonpl., ya que facilité significativamente
su cultivo in vitro y micropropagacién. El cloro activo liberado por el NaClO alter6 las paredes celulares de
los microorganismos, aunque un aumento excesivo en la concentracién o en el tiempo de exposicién podria
comprometer la viabilidad del embridn.

La procedencia del material vegetal es clave para reducir la contaminacién inicial. Emplear material
proveniente de invernaderos o condiciones controladas mejora la eficiencia de la desinfeccién, como se evidencid
en esta investigacion. Este enfoque no solo disminuye la carga microbiana inicial, sino que también incrementa las
tasas de éxito en los cultivos in vitro.

El estudio presenta una metodologia efectiva para la desinfeccién y micropropagacién de Ceroxylon alpinum
Bonpl., constituyendo una herramienta valiosa para la conservacion de esta especie. La aplicacion de esta técnica
puede contribuir de manera importante a la preservacién de la biodiversidad y la restauracién de los ecosistemas
afectados por la actividad humana.
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