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ORELLANA, M. A. 1997. Desarrollo de un sistema de cultivo in vitro para los explantes
nodales de caoba (Swietenia macrophylla. King). Tesis Mag. Sci, CATIE, Turrialba, Costa Rica.
% p.

Palabras claves: Swietenia macrophylla, yemas axilares, micropropagacién, explante nodal,
histologia. Inmersion temporal
RESUMEN

La investigacion se realizo en el laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Unidad de
Biotecnologia del CATIE, de mayo de 1996 a octubre de 1997. El objetivo general del trabajo fue
establecer una metodologia para el cultivo de microestacas de caoba (Swietenia macrophylla,
King) in vitro, que sirva de base para el desarrollo de un sistema de micropropagacion de
genotipos seleccionados.

Se utilizaron plantulas de caoba in vitro de dos semanas de edad La mejor fuente de
explantes primarios la constituye el nudo cotiledonar en comparacién con el nudo de la escama
foliar v el eofilar. El subcultive por cuatro ciclos consecutivos del nudo cotiledonar mostro el gran
potencial de esta fuente de explantes. Los cortes histologicos revelaron la presencia de al menos
dos yemas supernumerarias ubicadas en direccién descendente en cada axila del nudo cotiledonar
con diferentes etapas ontogénicas. La primera en madurar es la yema mas alejada de la axila del eje
embrionario. El mejor explante secundario lo constituye la yema de la escama foliar proveniente de
los brotes cotiledonares, cultivados en posicion horizontal sobre el medio de cultivo

La multiplicacion de los brotes derivados del explante secundario en el medio MS
suplementado con 6 5 uM de BAP y 2.2 pM de 2-ip fue superior en términos de calidad de brotes
producidos con respecto a los otros medios evaluados En este tratamiento, el numero promedio de
brotes por explante asi como la altura promedio de los brotes fue superior. El 60% de este tipo de
explante puede ser reciclado para maximizar la produccion de brotes Explantes secundarios
cultivados en el mismo medio pero en forma liquida en el sistema de inmersion temporal
automatizado (RITA®) brotaron en un 100%. Frecuencias de inmersion de 3 minutos cada 3 0 5
dias permitieron el desarrollo de brotes de buena morfologia y la reduccion total de fenolizacion y
vitrificacion en el explante.

Los brotes generados en la fase de multiplicacién fueron subcultivados en un medio de
desarrollo como paso intermedio de acondicionamiento para el enraizamiento. Este medio
constituido por las sales minerales de WPM, carbén activado y sin reguladores de crecimiento
permitio el alargamiento de los brotes y una mejor apariencia foliar.

Fl uso de un sistema de enraizamiento secuencial caracterizado por tres fases (induccion.
expresion y desarrollo de raices), permitié obtener un 70% de enraizamiento in vitro, lo que
favorecié la aclimatacién de las vitroplantas en el invernadero. De un total de 48 vitroplantas en
aclimatacién, sobrevivié un 27%, estas plantas aumentaron un promedio de 3.5 cm de altura a los
60 dias en el invernadero.

La micropropagacion de caoba a partir de plantulas provenientes de semilla significa una
etapa de estudio importante para conocer el comportamiento de esta especie en cultivo in vitro
Estos primeros resultados constituyen una base de trabajo para la aplicacion de esta metodologia
en la multiplicacion de genotipos seleccionados en apoyo 2 los programas de mejoramiento
genético y la conservacion de las recursos forestales
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ORELLANA, M.A. 1997 Development of an in vitro culture system for mahogany (Swietenia
macrophylia King) nodal explants. Thesis Mag. Sci,, CATIE, Turrialba, Costa Rica. 96 p.

Keywords: Swiefenia macro};hylla, axillary buds, micropropagation, nodal explant, histology,
temporary immersion.

SUMMARY

This research was conducted at the Tissue Culture Laboratory of CATIE’s Biotechnology
Unit, from May, 1996 to October, 1997. The purpose of this work was to establish an in vitro
culture methodology for mahogany (Swietenia macrophylla, King) microshoots, that will serve as
the basis to develop a micropropagation system of selected genotypes.

Two weeks old in vitro mahogany plantlets were utilized  The best primary explants source
was the cotyledon node in comparison to the foliar scale and the eophilar node. Subculture of the
cotyledon node during four consecutive cycles showed its great potential as explants source. The
histological cuts revealed the presence of at least two supernumerary buds located in descendent
direction in each cotyledon node axil with different ontogenic stages The explant is the foliar scale
bud from cotyledonary buds, cultivated in horizontal position on the culture medium.

The multiplication of buds derived from the secondary explant in the MS medium
supplemented with 6 5 pM BAP and 2.2 uM 2-ip was superior in terms of buds’ quality in regards
to other mediums evaluated. In this treatment, the average buds number per explant, as well as the
buds’ average height was superior. 60% of this type of explants can be recycled to maximize buds
production. Secf}ndary explants cultivated in the same medium but in liquid form using the
automated temporal immersion system (RITA®) showed a 100% shooting Immersion frequencies
of 3 minutes each 3 or 5 days, allowed the development of good morphology buds and the total
reduction of explant’s phenolization and vitrification.

The buds produced during the multiplication stage were subcultured in a development
medium as a conditioning intermediate step for rooting. This medium which was composed of
WPM mineral salts, activated charcoal and no growth regulators allowed buds elongation and a
better foliar appearance.

The use of a sequential rooting system characterized by three stages (induction, expression
and roots development), allowed to obtain 70% in virro rooting which favored vitroplants’
greenhouse acclimatization From 48 vitroplants under acelimatization, 27% survived; the size of
these plants increased, in average, 3.5 cm after 60 days in the greenhouse.

Mahogany micropropagation from seed plantlets is an important research area to
understand the performance of this species in in vitro culture. These preliminary results constitute
a work base to apply this methodology for the multiplication of selected genotypes to suppor:
genetic improvement programs and preservation of forest resources.
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1. INTRODUCCION

1.1. Importancia del uso de la biotecnologia en el mejoramiento genético de la caoba,
Los bosques cubren aproximadamente una tercera parte de la superficie terrestre, sin
embargo la tasa de pérdida de bosque tropical se estima en 11 millones de hectareas por afio.
Una de las principales causas es la extraccién de madera para la construccion, la industria de
muebles y la produccién de pulpa y papel. Estados Unidos, Japon y El Reino Unido son los

principales importadores (Burley, 1987).

Si bien es cierto América Latina puede considerarse privilegiada en términos de su
dotacién de recursos naturales, ya que alberga el 23% de los bosques del planeta y el 46% de
los bosques tropicales; existen grandes problemas ambientales que resultan de los modelos de
desarrollo aplicados hasta hoy. La regién esté perdiendo sus bosques, a un ritmo de 0.7% por
afio y s61o en Centroamérica y el Caribe, la relacion entre la reforestacion y la deforestacion es

de 1:27 (Winograd, 1995).

Estos indices demuestran la necesidad de acciones concretas para realizar un uso
sostenible de los recursos del bosque. La caoba (Swietenia macrophylla. King) es una de las
especies en peligro de extincion en la regién por su sobreexplotacion, por lo que cada vez
aumenta la presion para ubicarla en el apéndice II de CITES. Esto indica que esta especie
podria entrar a los mercados internacionales Unicamente si los gobiermos de los paises
determinan que su explotacién comercial no reduce significativamente sus poblaciones
naturales. Por otra parte grupos ecologistas promueven un boicot internacional a su

comercializacion (Virissimo et al, 1995).

La caoba es una de las especies del bosque tropical himedo que por aproximadamente
500 afios se ha comercializado como una de las maderas mas finas del mundo (Lyhr, 1992;
Snook, 1993). Sin embargo, ésta siempre se ha obtenido de los bosques naturales (Snook,
1993), debido a que uno de los mayores problemas al establecimiento de plantaciones es €l

ataque a los puntos de crecimiento de los érboles jovenes por las larvas del lepidoptero



Hypsipyla grandella (Lyhr, 1992). Estas larvas se desarrolian dentro de las yemas terminales y
causan la muerte del brote, impidiendo el crecimiento longitudinal del tronco (Newton ef al,
1993) v en consencuencia, la deformacién del arbol (Lamb, 1966) Este insecto se ha
convertido en la plaga de mayor importancia economica en los bosques tropicales (Newton ef
al, 1993). La mortalidad de las plantulas en regeneracion natural es de 60% después de un

afio, pero después de la estacion seca menos del 5% sobreviven (Gerhardt, 1994).

Con el objetivo de plantear algunas alternativas de solucion a los problemas de
produccion de madera de alta calidad y otros productos forestales sin afectar los recursos del
bosque, se han realizado diferentes esfuerzos a nivel mundial para mejorar caracteristicas

genéticas de interés.

Probablemente, en ningun otro sector de la investigacion cientifica agricola se estd
avanzando tan rapidamente como en biotecnologia vegetal, y los beneficios potenciales aun
son mayores para la silvicultura, ya que en algunos casos existe la posibilidad de ganar tiempo
en los procesos de mejoramiento genético para la produccién o rendimiento, ya sea de madera

o de otros productos (Haines, 1990)

Las técrﬁ(;as de marcadores bioquimicos o moleculares como las isoenzimas,
Fragmentos de Restriccion de Tamafio Polimorfico (RFLP’s) y la Ampliacion al Azar de ADN
Polimarfico (RAPD’s), estan proporcionando informacion muy importante para los programas
de mejoramiento genético forestal (Haines, 1994), entre ellos, estudios de migracion (flujo de
genes) y sistemas de apareamiento (Cornelius, 1995), estudios taxondmicos y de control de
calidad, para la identificacién de clones y la contaminacion de huertos semilleros entre otros;
con el fin de apoyar los programas de mejoramiento de las especies latifoliadas tropicales
(Haines, 1994). Estudios de este tipo se han realizado en plantas de especies como Populus
deltoides (Rani et al, 1995), Picea abies (Heinze et al, 1996) y Eucalyptus (Keil y Griffin,
1994). La tecnologia RAPD podria ser usada facilmente en forestales para medir la diversidad
genética entre individuos, como también en poblaciones complejas, usando la Reaccion de la

Cadena de Polimerasa (PCR), para examinar el polimorfismo y la construccién de mapas



genéticos (Chen y Filippis, 1996). En algunas especies de la familia Meliaceae se ha estudiado
el polimorfismo del ADN utilizando PCR por medio de la ampliacién al azar del ADN
polimérfico (RAPD), con el fin de conocer la magnitud de la variacién genética existente en

ocho especies (Chalmers ef al; 1994).

Aunque hasta la fecha no se ha encontrado una aplicabilidad evidente de la variacion
somaclonal en las especies tropicales latifoliadas, esta constituye una tecniologia muy valiosa,
porque la seleccion puede realizarse a nivel celular. Ademas, el rescate de embriones se ha
utilizado ocasionalmente en especies forestales pero estd limitado a un pequefio nimero de
hibridos que no desarrollan embriones in vitro (Haines, 1994). La ingenieria genética apoya
los trabajos de mejoramiento genético para encontrar resistencia a plagas y enfermedades,
tolerancia al frio, a los herbicidas vy en la biisqueda de cambios en las propiedades de la
madera (Haines y Martin, 1995). Todas estas técnicas de creacién varietal o creacion de
diversidad y la micropropagacion, son esfuerzos que se estdn haciendo dentro de la

biotecnologia vegetal para el sector forestal

Mas de 100 especies de arboles forestales han sido micropropagadas. La
micropropagacion aplicada al area forestal presenta las ventajas de una inmediata aplicacion en
un sistema de propagacion clonal dirigido a la produccion comercial de clones seleccionados
(Haines, 1994), a la produceion de propagulos provenientes de semillas de familias superiores
(Mohammed y Patel, 1989), en programas de reforestacion usando plantulas uniformemente
genéticas, al aumento de la productividad por medio de la captura del vigor hibrido (Warrag et
al, 1990) y ademas constituye una herramienta para los programas de conservacion de los
recursos genéticos forestales (Behm ef al, 1996) y de mejoramiento genético ya que es Ia base

para la aplicacion de técnicas de transformacion genética (Skidmore ef al, 1990).

En caoba, desarrollar un primer sistema de multiplicacion a partir de microestacas de
plantulas germinadas in vitro, podria permitir a corto o mediano plazo, la clonacion de
genotipos superiores seleccionados por la via del mejoramiento genético convencional.

Ademas, permite la aplicacion inmediata de metodologias para la conservacion de



germoplasma forestal iz vitro v si se establece un sistema de embriogénesis somatica, aumenta
las expectativas para iniciar estudios en transformacion genética para introducir genes de
resistencia a Hypsipyla El desarrollo de éste método responde a la necesidad de los paises
interesados en la explotacidn sostenible de la caoba mediante el establecimiento de
plantaciones En este sentido CATIE, a través de los paises miembros, ha tomado la iniciativa
de incluir esta especie como prioridad en sus lineas de investigacion, para lo cual fue
presentado ante la ITTO (International Tropical Timber Organization), el proyecto
“Conservation and Pest Management for realizing the potential of Mahogany as a sustainable

crop™.

1.2. Objetivos del estudio

Considerando lo anterior, el objetivo de este trabajo es el de establecer una
metodologia que permita el cultivo de microestacas de caoba (Swietenia macrophylla, King)
in vitro, como base para el desarrollo de un sistema de micropropagacion de genotipos

seleccionados en los programas de mejoramiento genético para resistencia a Hypsipyla.

Objetivos especificos:

- Establecer el cultivo de explantes nodales (microestacas) utilizando yemas axilares
epicotilares y cotiledonares de pléantulas germinadas in vitro.

- Desarrollar la fase de multiplicacion de microestacas en medios de cultivo semi-
solidos y liquidos (Sistema de Inmersién Temporal Automatizado, RITA®)
suplementados con  diferentes citocininas

- Inducir el enraizamiento de las vitroplantas obtenidas para lograr su transferencia a

invernadero (aclimatacion)



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas generales de Swietenia macrophylla, King (Caoba).

2.1.1. Origen y distribucion.

La caoba es originaria de los bosques humedos desde el Sur de México hasta la cuenca
del Amazonas (Gueilfus, 1994), especificamente hasta ¢l rio Paraguay en Brasil y Bolivia
(Lamb, 1966) Esta especie fue introducida en el sur de Florida, Puerto Rico, Islas Virgenes,
Cuba, Trinidad y Tobago, la India y otros paises tropicales (Little, 1967) Crece como arbol
aislado en los bosques (Standley, 1946) debido a que es una especie adaptable a un amplio

rango de condiciones ecologicas (Lamb, 1966)

2.1.2. Ubicacién y descripcion taxonémica

Swietenia macrophylla King (caoba), pertenece a la familia Meliaceae (Gueilfus,
1994) Los sinonimos boténicos conocidos son’ Swietenia candollei Pittier, S. belizensis
Lundell, S. krukovii Gleason & Panshin, y S. tessmannii Harms (Little, 1967). El nombre
Maya es reportado de Honduras como "Chiculte” y como "Punab” de Yucatan, Mexico

(Standley, 1946},

El arbol de Caoba puede alcanzar hasta 50 metros de altura, presenta un {ronco erecto
con un diametro promedio de 75 a 150 cm, libre de ramas (Gueilfus, 1994) al menos por unos
18 a 20 metros, donde se desarrolla una copa generalmente espesa (Standley, 1946) La
corteza, a nivel externo esta profunda y ampliamente fisurada, de color pardo grisaceo a gris
oscuro, internamente es de color rosado a rojo y de textura fibrosa Fl grosor total esde 1 a
1.5 cm (Basse Kriiger, 1992) Las hojas son alternas, compuestas, paripinnadas (Lamb, 1966)
con 3 a 5 foliolos (Basse Kriiger, 1992) y glabras (Standley, 1946) de 12 a 40 cm de largo
(Basse Kriiger, 1992).

Los racimos florales (paniculas) de 10 - 15 cm o mas de largo salen de la base de las
hojas nuevas y tienen muchas flores monoicas, pequefias y de pedinculo corto (Little, 1967).

Muchas de las inflorescencias producen solo flores estaminadas, unas pocas pistiladas, v



algunas inflorescencias de la parte superior del arbol producen ambos tipos Sobre un arbol

estudiado, el nimero de flores estaminadas es 10 veces mayor que las pistiladas (Lee, 1967).

El fruto es una capsuld ovoide u oblonga (Basse Kriiger, 1992), lefiosa, dehiscente de
11 a 18 cm de largo y 8 cm de ancho. El promedio de semillas es de 60 por fruto y de 12 por
loculo (Alvarenga et al, 1988) son de color café rojizo (Standley, 1946) planas y de alas largas
(Little, 1967) con una longitud de 7.5 a 8 5 cm y como méximo 3 cm de ancho (Standley,

1946)

2.2. Propagacion convencional de las especies forestales con énfasis en caoba.
Come consecuencia de la disminucion de los bosques naturales como fuente de
abastecimiento de productos forestales y dado el aumento de la demanda, se ha venido

promoviendo el establecimiento de plantaciones forestales (Salazar, 1996)

La propagacion sexual provee las bases para el mejoramiento genético, y muchas veces
se han obtenido buenas combinaciones, produciendo grandes cantidades de semilla
genéticamente mejorada a bajo costo. Desafortunadamente en la mayoria de las especies
forestales esto no es posible (Bonga y Von Aderkas, 1992), debido a que el uso de propagulos
vegetativos de clones seleccionados para el establecimiento de plantaciones ha venido

aumentando en los Ultimos afios (Mesen ef al, 1992)

2.2.1. Propagacién sexual

La provision de semillas forestales a los paises de América Central presenta con
frecuencia inconvenientes en cuanto a calidad genética y disponibilidad de las cantidades
requeridas en forma continua y oportuna Esta situacion afecta a los reforestadores, en
especial a aquellos que requieren especies de alto valor comercial, normalmente las mismas,
que han sido extraidas y aprovechadas en forma selectiva de bosques naturales (Guevara,

1996),



Otro de los problemas de la propagacion de arboles por semilla esta relacionado con la
disminucion de la germinacion y viabilidad. La caoba, por eemplo puede almacenarse
temporalmente (corto plazo) con contenidos de humedad de 4 a 5%, en envases plasticos y a
una temperatura constante de 15°C (Samaniego, 1995). Estudios realizados por Araujo
(1971) sobre la viabilidad de las semillas determinaron que la germinacion es bastante ripida,
iniciandose de los 13 a 17 dias, con un periodo de 10 dias de duracidn, sin embargo el
porcentaje de germinacion se reduce drasticamente conforme aumenta el tiempo de
almacenamiento Hernandez (1960) manifiesta que la reduccién de la viabilidad de las semillas
de Caoba es en forma rapida y se debe a su riqueza en aceites esenciales. En cuanto a
condiciones fisicas para su germinacion, estudios realizados por Samaniego (1995),
demostraron que son necesarios temperaturas constantes de 30 y 28°C y un fotoperiodo de 16
horas por dia. La germinacion es hipogea y de tipo criptocotilar; durante ésta, los cotiledones
mantienen su posicién dentro de la semilla pero se inicia el desarrollo de estructuras peciolares
mediante crecimiento intercalar Los peciolos se curvan hacia el exterior y forman una
concavidad entre ellos, por la que el epicotilo inicia su salida El desarrollo del epicotilo es
tardio y posterior al crecimiento longitudinal de los peciolos cotiledonares. Este no puede
emerger de otra forma, debido a la fusion de los cotiledones a lo largo de la superficie adaxial

de sus laminas (Alyarenga ef al, 1588)

Observaciones en el bosque han determinado que en la época de germinacion de la
semilla de cacba debe existir un periodo de claridad, de lo contrario ésta muere {Quevedo,
1986) Asi mismo, la sombra de las plantulas debe mantenerse por un corto tiempo despues

del trasplante a vivero, permitiendo un 65% de luz para su crecimiento (Samaniego 1995).

2.2.2. Propagacion asexual

Tradicionalmente se han utilizado varias formas de propagacion vegetativa en
mejorarmiento genético forestal (Mesen e al, 1992), pero durante los ltimos afios se ha
logrado un considerable progreso en el uso de técnicas clonales para fines tanto de produccion

de pulpa como de madera (Leakey, 1987).



Libby (citado por Leakey, 1987) encontré 16 ventajas potenciales de la clonacion
forestal entre las que incluye

- Habilidad para una rapida captura de una gran proporcion de la variacion genética aditiva y
no aditiva 0

- Eliminacién de individuos autofecundados en las plantaciones comerciales.

- Produccién masiva de genotipos de alto valor obtenidos por hibridacion o ingenieria
genética.

- Multiplicacion de individuos raros los cuales tienen dos o mas caracteristicas favorables que
son de correlacion negativa.

- Habilidad para seleccionar y utilizar la mayor parte de Ia diversidad genética que
normalmente se encuentra en una sola progenie

- Habilidad para el uso de clones que son bien adaptados a un sitio en particular.

- Mayor simplicidad y facilidad en el manejo de grupos de plantas en comparacion con huertos
semilleros.

- Los periodos entre la seleccion y la produccién son cortos comparados con los huertos
semilleros

- Incremento de la superioridad de clones por medio de programas de seleccion y la habilidad
para usar &rboles en estado maduro.

- Posiblemente el uso de la propagacion vegetativa en dasonomia aumentara y ha llegado a ser
una de las herramientas més importantes del forestal dedicado al mejoramiento geneético, ya
que permite captar y transferir al nuevo arbol todo el potencial genético del arbol donante.
Los dos métodos mas utilizados son las estacas enraizadas y el injerto El método mas
reciente de propagacion vegetativa que ha recibido mayor interés y difusion es el cultivo de

tejidos (Zobel y Talbert, 1992)

2.2.2.1. Injertos

Los injertos son utilizados generalmente para propagar clones que no pueden ser
convencionalmente reproducidos por enraizamiento de estacas i OlOS métodos de
reproduccion asexual (Rawat ef af, 1994). La influencia positiva de la injertacion es también

observada en términos de nutricion y aportes de caracteristicas de juvenilidad (Franclet, 1979)



y la transferencia de hormonas sintetizadas en las raices del portainjerto (Greenwood, 1987).
El éxito en la formacién de la union permanente entre plantas o partes de plantas depende de
la llamada compatibilidad y el contacto entre el cambium u otros tejidos meristematicos

{Garner, 1983).

El injerto es una labor intensiva y algunas veces costosa (Hartney, 1980) en material y
tiempo (Rawat et al, 1994) por lo que en forestales se utiliza cominmente para preservar
arboles en bancos clonales o establecer huertos semilleros, en los cuales el objetivo es la
produccion de semilla a gran escala {(Zobel y Talbert, 1992). En cacba, por el momento, no se

reportan trabajos sobre injertos.

2.2.2.2. Estacas enraizadas

Es el método de propagacion vegetativa que actualmente se estd desarrollando con
mayor rapidez, sin embargo una limitante importante para utilizar estacas enraizadas es su
dependencia de la edad Los arboles jovenes suelen enraizar con rapidez, pero es casi
imposible enraizar los mismos arboles cuando estan maduros Ademas, la gran variabilidad
clonal que existe en la capacidad de enraizamiento no permite obtener méds ganancias en las

plantaciones comerciales (Zobel y Talvert, 1992),

Existen diferentes factores que pueden influir en la propagacion de especies forestales
por estacas: las dimensiones de las estacas (Segura ef a/, 1991; Tchoundjeu y Leakey, 1996);
la edad (Simons y Skidmore, 1990; Segura ef al, 1991; Pezeshki y Del.aune, 1994; Poupard et
al, 1994); la presencia y ausencia de dominancia apical (Poupard ef a/, 1994), la época del afio
(Millar, 1987); los contenidos hormonales (Wong, 1989; Poupard et a/, 1994; Tchoundjeu y
Leakey, 1996; Mesén et al/, 1992); la posicion del nudo (Leakey, 1983); el area foliar
(Tchoundjeu y Leakey, 1996); la orientacion de ias plantas madres que son fuentes de estacas
(posicion vertical, inclinadas u horizontal), los regimenes de poda, la aplicacion de nutrientes,

y €l efecto de la luz (Leakey, 1983).
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La propagacion vegetativa para el establecimiento de plantaciones, requiere del uso de
materiales fisiologicamente juveniles, los cuales daran origen a érboles de crecimiento
ortotropico normal, adecuados para la produccion de madera A nivel operacional,
normalmente se utilizan estacas originadas de rebrotes de la base del arbol cortado, rebrotes
basales de 4rboles en pie o plantulas jovenes entre otros. Estas estacas se caracterizan por su
tamafio pequefio, condicién suculenta y la presencia de hojas (Mesén et al, 1992) El avance
de la clonacion forestal para el establecimiento de plantaciones estd demostrado por muchas
entidades que la estén utilizando; por ejemplo, plantaciones comerciales de Eucalyptus en Sur

America, Portugal y El Congo (Zobel, 1992).

Un estudio realizado por Ritchie (1991), sobre el uso comercial de estacas enraizadas
de coniferas a nivel mundial concluyd que la juvenilidad es la clave para la produccion exitosa
de estacas enraizadas, sin embargo, desafortunadamente hay poca concordancia en como

asignar la juvenilidad

En cacba, mediante el usoc de propagadores de subirrigacion y AIB en una
concentracién de 02%, se logré un 50% de enraizamiento de estacas provenientes de tallos
ortotrépicos juveniles de plantulas (Mesén et al, 1992) Este sistema demuestra la capacidad
de produccion de rplantas clonadas a partir de material juvenil de caoba, lo que permitiria la
propagacion vegetativa a partir de semilla mejorado obtenida a través del programa de

mejoramiento forestal

Los problemas bioldgicos encontrados en la propagacion vegetativa de arboles podrian
ser solventados muy pronto debido al énfasis dado a los métodos de micropropagacion y a la

biotecnologia (Zobel, 1992).

2.3. Propagacién in vitro de arboles forestales
La propagacién in vifro permite la regeneracion de plantas a partir del uso de callos,
6rganos, embriones, cultivo de células v protoplastos. En el cultivo de apices se espera lograr

la formacion de ramas axilares que pueden separarse y enraizarse; tedricamente los brotes
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axilares o laterales pueden a su vez producir ramas axilares adicionales a perpetuidad, a
medida que se sub-cultive cada brote recién formado o cada explante de nudo, por lo tanto,
este método es bueno para obtener una rapida multiplicacion clonal (Krikorian, 1991). Esta
técnica se ha utilizado para la propagacion clonal de arboles élites de Commiphora wightii
(Barve y Mehta, 1993) y de Tecomella undulata, arbol de zonas aridas, (Bhansali, 1993) entre

otros.

E! microinjerto es una técnica que permite al explante sortear diferentes dificultades
como la oxidacién y la reversion al estado juvenil (Mosella y Ascui, 1991), fue Navarro y
colaboradores, quienes mostraron la posibilidad del microinjerto in vifro de apices en plantas
provenientes de semilla en citricos (Navarro ef al, 1975) Esta técnica es usada para el
rejuvenecer material vegetativo y facilitar su micropropagacion. Se ha utilizado en especies
lefiosas como Theobroma cacao (Aguilar et al, 1992) y en forestales se ha realizado en
Sequoia sempervirens ( Huang e? al, 1992), Acacia mangium (Monteuuis, 1993a),
Pseudotsuga menziesii (Monteuuis, 1995b) y en el rejuvenecimiento de clones maduros de

Hevea brasiliensis (Perrin et al, 1994}

Existen dos vias de regeneracion, la organogénesis y la embriogénesis somatica La
organogenesis es la diferenciacion de microbrotes y raices (Ahuja, 1993) y la embriogénesis
somatica es el desarrollo de embriones de tejido somatico (Sutton ez al, 1993). Estos métodos
son la base actual para la propagacién comercial de plantas, lo cual involucra miles de
laboratorios alrededor del mundo que trabaja con plantas ornamentales y de especies
cultivadas, ya que permite una rapida multiplicacién para alcanzar las demandas del mercado,
y en algunos casos, para vencer las dificultades de métodos alternativos como es la
propagacion por estacas enraizadas (Haines, 1994) La especie, la edad del arbol, y en
particular la parte del arbol del cual se toman los explantes son las que determinan el éxito o
fracaso (Mott, 1981). En general los explantes juveniles como embriones zigoticos,
cotiledones, hipocotilos o yemas de plantulas y hojas juveniles tienen mejor respuesta al
cultivo in vitro que otros tejidos de arboles adultos Por esta razon, los explantes juveniles han

sido exitosamente empleados para la clonacion forestal (Ahuja, 1993).



12

A largo plazo, la produccidn en masa de clones forestales seleccionados
probablemente se realizara in virro, sin embargo, pocas especies se han investigado al grado

de que pueden ser producidas comercialmente (Leakey, 1987).

El principal objetivo de la micropropagacion de especies forestales es la produccion de
un gran namero de individuos genéticamente idénticos (Cheliak y Rogers, 1990)

pertenecientes a familias superiores (Mohammed y Patel, 1989).

2.3.1. Escision de embriones

En las especies lefiosas es muy dificil introducir material adulto in vitro, por lo que se
utilizan embriones zig6ticos para su cultivo. Esta técnica se emplea también en caso de
especies que producen semillas abortivas (Bonga y Von Aderkas, 1992), cuando la
produccion de semillas es esporadica, y en especies de semillas recalcitrantes que no se pueden
almacenar v la técnica de propagacion vegetativa no ha sido ampliamente adoptada (Scott e
al, 1995) Ejemplos de especies forestales propagadas por medio de la escision de embriones
son Fraxinus excelsior (Hammantt y Ridout, 1992); Pinus contorta (Flygh et al, 1993);
Hopea odorata (Scott et al, 1995); Abies fraseri (Saravitz y Blazich, 1991); Liriodendron
wlipifera (Merkle et al, 1993); Aesculus hippocastanum (Bonga y Von Aderkas, 1992),
Junglas regia (Lersiie y McGranahan, 1992) y Quercus acutissima Carruth (Shoyama et al,
1992).

En el cultivo in vitro de semillas forestales, se hace necesario la desinfeccion de las
mismas para lo cual se utilizan diferentes productos como el hipoclorito de sodio y de calcio,
el etanol al 70%, el perdxido de hidrogeno y el bicloruro de mercurio (Mohammed y Patel,
1989; Saravitz y Blazich, 1991; Hammatt y Ridout, 1992; Flygh e a/, 1993 y Scott ef al,
1995)

Fn algunas especies es necesario realizar tratamientos previos de inmersion de las

semillas en agua destilada estéril por periodos de 2 a 7 dias a temperaturas de 4°C en la
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oscuridad para proceder a la extraccion del embrion (Hammatt y Ridout, 1992; Flygh ef al,
1993)

Para la germinacién de embriones se han utilizado medios simples como el medio
Murashige v Skoog con sales reducidas a la mitad y normalmente libres de reguladores de

crecimiento (Hammatt y Ridout, 1992).

Las temperaturas para la germinacién in vitro van desde 20 a 30°C, pero por lo
general el promedio utilizado es de 25°C bajo condiciones iniciales de oscuridad, para
continuar con fotoperiodos de 16 horas luz (Mohammed y Patel, 1989, Saravitz vy Blazich,

1991; Hammatt y Ridout, 1992 y Scott et ai, 1993).

2.3.2. Embriogénesis somatica

La embriogénesis somética se usa en horticultura y agricultura como una forma rapida
de multiplicar variedades élites o clones de plantas (Sutton ef al, 1993) Ha sido poco
desarrollada en arboles, pero cada vez es més comin Embriones somaticos pueden ser
formados directamente sobre la superficie del explante o indirectamente a partir de callos
subcultivados, o bien, a partir de masas celulares compuestas de pequefios embrioides y de

células en suspensiéon (Bonga y Von Aderkas, 1992)

Los embriones somaticos son estructuras bipolares con eje radical-apical, y no poseen
conexiones vasculares con el tejido maternal (generalmente aislados por una epidermis). La
embriogénesis somatica y zigbtica presentan procesos ontogénicos idénticos o muy similares
desde el estado globular hasta la conversion en plantas completas (Williams y Maheswaran,
1986). Sin embargo, pueden ocurrir ciertas anormalidades en el desarrollo de los embriones
somaticos como es la fusion de los cotiledones o embriones gemelos o no polarizados
(redondos), aunque éstos pueden ser capaces de crecer y formar plantas normales (Litz y
Jarret, 1991). Lindsey y Topping (1993), consideran que la embriogénesis tiene tres niveles de
desarrollo: un nivel de organizacién celular; un nivel de acumulacion de proteinas y un ultimo

nivel de expresion genética
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Existen factores que afectan la embriogénesis somatica, como el genotipo, el tipo de
explante, el medio de cultivo, los reguladores de crecimiento, las condiciones fisicas de cultivo
entre otros (Litz y Jarret, 1991) La composicién del medio de cultivo influye sobre ia
respuesta embriogénica En una especie maderable de la India (Hardwickia binate Roxs) se
produjo callo en presencia de ANA, Kinetina y 2,4-D, sin embargo solo los callos inducidos en
presencia de 2.4-D fueron embriogénicos (Das et al, 1995). En Hevea brasiliensis la
capacidad embriogénica del callo aumenta cuando se utiliza una concentracion de 4 5 uM de
BAP y 3,4-D durante los primeros 20 dias de cultivo y ésta es reducida a 0. 45 1M durante los
siguientes 20 dias de la induccién (Fladrami er a/, 1991). Al estudiar la comparacion del uso
de medios liquidos con inmersién temporal y los medios gelificados en Hevea, Etienne et af
(1997) demostraron que la regeneracion de los embriones soméaticos es mejorada en un medio
liquido por inmersién temporal En cacao, la conceniracion endogena de reguladores de
crecimiento, especialmente AIA, podria ser un factor determinante para la expresion de los
embriones somaticos por que presentan variaciones muy importantes en su nivel (Alemanno,
1995). La frecuencia en la induccién de callo en mandarina (Cifrus reticulata Blanco) varia
con el tipo de explante cultivado y el medio de cultivo (Gill e al, 1995). El papel osmético de
la fuente de aziicar durante la maduracion de los embriones somdticos es reafirmado por
Tremblay vy Tremblay (1995) en abeto. En general las células de embriones zighticos estan
mas dispuestas a desarrollar embriones somaticos que las células de otros organos como
vemas, hojas, tallos o raices (Ahuja, 1993) Ejemplos en este sentido son aportados en
diferentes especies de coniferas (Manzanera et al, 1993) Se supone que el programa genético
que determina el proceso embriogénico en las células de embriones zigdticos maduros e
inmaduros, no es del todo reprimido y puede ser reactivado con relativa facilidad En
coniferas, los embriones sométicos han sido principalmente desarrollados de embriones
zigbticos, en tanto que en angiospermas también se han obtenido de 6rganos o tejidos (Ahuja,

1993),

La embriogénesis es generalmente preferida sobre la propagacion por brotes axilares u
organogénesis cuando uno o pocos genotipos se propagan a gran escala, debido a las ventajas

siguientes: 1) la embriogénesis produce més cantidad de propagulos que otros métodos de



propagacion. 2) en la embriogénesis, no se requiere la induccién de raices, como un paso
separado, 3) un componente importante de la embriogénesis somatica es su habilidad para
capturar la ganancia genética en familias seleccionadas de programas de mejoramiento
genético dirigidos a la produceion, calidad de madera y la resistencia a plagas y enfermedades
(Sutton er al, 1993). 4) Se espera que en ¢l futuro el encapsulamiento de embrioides podria
ser usado como semilla artificial, lo que en gran medida simplificaria la transferencia de los
propagulos de cultivo in vitro al campo (Bonga y Yon Adercas, 1992). Pero hasta la fecha no
se ha desarrollado este sistema, el cual requiere una gran homogeneidad en el desarrollo de los
embriones 5), otra ventaja es la posibilidad de desarrollar un protocolo eficiente para la
regeneracion rpida de plantas que pueda ser usado en experimentos de transformacidn

genética (Nagamani et al, 1993)

2.3.3. Cultivo de microestacas

La micropropagacién por microestacas consiste en estimujar con la ayuda de
reguladores de crecimiento, el desarrollo de las yemas axilares, que normalmente estan
dormantes por la dominancia apical (Bonga y Von Aderkas, 1992) El subcultivo de estos
explantes permite la produccion de brotes de forma exponencial (Dirr y Heuser, 1987)
Ademas el enraizamiento in vitro es mas facil de obtener que en brotes producidos por otras
biotécnias (DuranéwCressweEE et al, 1982). Sin embargo, la esterilizacion de los explantes es
una de las principales dificultades, especialmente cuando el material es colectado de arboles

maduros del bosque (Meier-Dinkel, 1992)

En algunas especies lefiosas tropicales como Hevea brasiliensis y Theobroma cacao se
han estudiado diferentes factores que pueden influir en la micropropagacion por microestacas,
como el estado morfogénico de las ramas de las cuales se toman los explantes y la posicién del
nudo axilar sobre ésta (Lardet et al, en prensa). Ademas en cacao se ha estudiado el nudo
cotiledonar como fuente de explante y la capacidad de absorcion de nutrientes de los explantes

en relacion a su reactividad i vitro (Aguilar, 1996).
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La micropropagacion por medio de yemas axilares es la técnica mas exitosa en la
propagacion de especies de Eucalyptus, ya que en contraste con el cultivo de callos, se
obtiene mayor capacidad regenerativa por un periodo de tiempo mas largo (Lakshmi Sita,

1993)

2.3.3.1. Asepcia en el material vegetal y establecimiento del cultivo.

El primer paso en la micropropagacién es la obtencion de material vegetal adecuado
para usarlo como explante, por esta razon los contaminantes, como bacterias y hongos deben
ser removidos (Conger, 1981). Sin embargo, en especies lefiosas las tasas de contaminacion
son mayores cuando el material proviene de érboles creciendo en el campo. El grado de
contaminacién también estd determinado por las condiciones climaticas de la region; es mds
dificil obtener explantes limpios de plantas del tropico himedo que de las regiones frias o
secas (Bonga y Von Aderkas, 1992). En muchos casos, bacterias y hongos pueden
permanecer latentes dentro de las plantas (Hayward, 1974 y Verhoeff, 1974) debido a su
habilidad para formar esporas dormantes (Leifert et al, 1991), ante esta situacion, se han
realizado algunas practicas para reducir la actividad de contaminantes internos, como son las
aplicaciones de antibidticos antes de la extraccion de los explantes (Mondal et al, 1990) los
cuales tienen diferentes modos de aceién (Holland y Polacco, 1994). Sin embargo, no es
probable su eliminacién total con el uso de antibioticos, al contrario, podria llevar al desarrollo

de resistencia por parte de los microorganismos (Leifert ez al, 1991).

En forestales se realizan tratamientos de las plantas en el invernadero con insecticidas,
fungicidas y antibiéticos previo a la corta y desinfeccion de los explantes (Durand-Creswell ef

al, 1982)

Diferentes agentes y formas de aplicacién son utilizados para la desinfeccion superficial
de los explantes (Bonga y Von Aderkas, 1992). Plantulas de invernadero de Shorea
roxburghii fueron esterilizadas con alcohol al 70% por 30 segundos y HgCl; al 0.2% durante
8 minutos (Vaario et al, 1995). Un pretratamiento de 40°C fue aplicado por varios dias a

explantes de Platanus acerifolia antes de la desinfeccion superficial (Gjuleva y Atanasov,
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1994). En Eucalyptus las tasas de infeccidn se han reducido mediante la funigacion de las
ramas con Benlate {1 g/l) y Streptomicina (0 1 g/l) antes de la extraccion de los explantes

(Tkemory, 1987)

Una vez lograda la asepcia de explantes nodales, el establecimiento del cultivo
primario depende de la reactividad de la yema axilar a desarrollarse y del ambiente quimico y
fisico del cultivo in vitro. Segmentos nodales de plantas de campo, de plantulas de
invernadero y de embriones germinados in vitro, son colocados sobre medios que estimulen la
emergencia de las yemas axilares Para la propagacion clonal de Frazinus angustifolia por
medio de segmentos nodales de explantes juveniles y adultos, se evaluaron diferentes medios
de cultivo. Se observd que tanto explantes juveniles como adultos responden mejor en un
medio basal QL suplementado con 8.9 uM de BAP y 049 pM de IBA (Perez-Parron et al,
1994) En segmentos nodales de Shorea roxburghii cultivados en un medio basal BS
suplementado con 1 mg/l de BAP y 0.02 de IBA la brotacion de yemas axilares fue exitosa

(Vaario et al, 1995)

2.3.3.2. Fase de multiplicacion

Los brotes, axilares o laterales pueden a su vez producir otros brotes mediante la
repeticion de ciclos de cultivo o bien mediante la induccion de brotes de novo u
organogénesis La multiplicacion clonal ha sido aplicada a una gran variedad de especies,

desde las herbaceas hasta las lefiosas (Krikorian, 1991)

Durante la fase de multiplicacién de brotes, las citocininas son los reguladores de
crecimiento mas utilizados. En Eucalyptus, la reduccion de las concentracion de BAP de 1 a
0 1 mg/l, redujo la tasa de multiplicacion en beneficio de la estabilidad fisioldgica del explante
para posteriores subcultivos (Durand-Creswell ef af, 1982). En teca, segmentos nodales
producen de 1 a 2 brotes utilizando el medio MS suplementado con kinetina y BAP a
concentraciones de 0.15 mg/l de cada uno. El nimero de brotes es aumentado por subcultivos

regulares a intervalos de 20 dias (Mascarenhas et al, 1992).
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Ademaés de la influencia de las citocininas existen otros factores que afectan la
multiplicacion in virro. La posicion del explante sobre la superficie del medio de cultivo
constituye otro factor En Frazinus angustifolia un nimero mayor de brotes fue obtenido
cuando los explantes se colocaron en posicidén horizontal sobre el medio de cultivo (Pérez-
Parron et al, 1994).  En Tsuga heterophylla, una concentracion de 2% de sacarosa fue
superior a concentraciones de 1%, 3% y 4%, ya que aumenta el vigor y la tasa de produccién
de brotes. También se observd que las bajas concentraciones de agar (0 6%) favorecen el
desarrollo en longitud de brotes, pero muchos de ellos son hiperhidricos, lo cual no permite la

manipulacion para los siguientes pasos de la micropropagacion (Harry et al, 1994)

Frente al fracaso de varias técnicas de cultivo en medio liquido, se desarrollo un nuevo
concepto para la multiplicacién de plantas utilizando medios liquidos con el sistema de
inmersién temporal Este método combina la aireacion del tejido y su contacto limitado con el
medio liquido de tal manera que se obtienen buenos resultados cuandoe se hace una
combinacidon adecuada entre el tiempo de inmersion y su frecuencia Este método ha sido
probado con mucho éxito en la multiplicacién de banano (Alvard et al, 1993), de café a partir
de microestacas (Teisson v Alvard, 1995) y por embriogénesis somatica (Etienne ef al, 1997b)

como también en Hevea brasilensis (Etienne et al, 1997a).

2.3.3.3, Fase de enraizamiento y aclimatacién

2.3.3.3.1. Enraizamiento in vitro

La fase de enraizamiento tiene como objetivo producir una planta que pueda sobrevivir
a las condiciones del trasplante (Krikorian, 1991). El enraizamiento de brotes es con
frecuencia inducido in vitro, y tiene la ventaja de obtener plantulas asépticas con mayor
probabilidad de sobrevivir al ambiente ex vifro Sin embargo, es una labor mas intensa que la

realizada durante el enraizamiento ex vitro (Bonga y Von Aderkas, 1992)

Existen muchos factores quimicos y fisicos que favorecen el enraizamiento in vitro. El
estrés hidrico, la alta temperatura, la oxigenacion, la baja intensidad de luz y el uso de carbon

activado son factores fisicos que estimulan el enraizamiento La influencia positiva del carbon
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activado en el enraizamiento de microestacas, puede ser interpretada por su efecto en la
reduccion de la luz en la base de los brotes, promoviendo en un sentido 1a acumulacion de
auxinas o cofactores fotosensitivos v en otro sentido la absorcién de productos toxicos
(polifenoles) y de inhibidores de formacion de raices adventicias. Sin embargo, hay que
considerar que el potencial del carbén activado como inductor de enraizamiento estd asociado
con la madurez del explante En brotes micropropagados de Pinus pinaster, el potencial de
produccion de raices adventicias fue mejorado en relacién al porcentaje de enraizamiento y
longitud de las raices cuando se adiciono 20 g de carbon al medio (Dumas y Monteuuis,

1995).

Un ambiente quimico favorable al desarrollo de raices puede lograrse mediante la
reduccion en la concentracion de sales minerales del medio de cultivo, o bien, mediante ¢l
incremento de ciertos elementos menores (Br, Ca y Mn) o por la adicién de algunos fenoles y
vitamina D (Gaspar y Coumans, citados por Bonga y Von Aderkas, 1992) En algunos casos
es necesario el uso de un medio para el desarrollo del brote antes del enraizamiento, como en
Commiphora wightii (Barve y Mehta, 1993). Asi mismo, se requiere un balance hormonal
adecuado dirigido al aumento en auxinas exogenas (Villalobos y Thorpe, 1991). En este
sentido diferentes respuestas se han observado Mientras que para el enraizamiento de
Eucalyptus gmmii:, solo se requiere 1 mg/l de ATB (Durand-Cresswell e/ al, 1982), en L.
camaldulensis y E. globulus, es necesario concentraciones de 10 mg/l de AlA, AIB y ANA

para el desarrollo de las raices (Lakshmi Sita, 1993).

Combinaciones de ANA e IBA son efectivas para el enraizamiento de Hevea
brasilensis (Perrin et al, 1994) y Buddleja incana (Rosero, 1996) En Shorea roxburghii es
suficiente colocar los explantes en un medio B5 al 50% conteniendo 0 3 mg/l de AIB y 0.3%
de ANA para obtener el 50% de enraizamiento (Vaario e al, 1995) Recientemente el uso de
Agrobacterium rhizogenesis ha permitido del 60 al 97% de enraizamiento de explantes de

coniferas con recalcitrancia a la formacion de raices (Mihaeljev ef a/, 1996)



2.3.3.3.2. Enraizamiento ex vifro

Algunas veces Ja induccion de raices es realizada ex vifro lo cual reduce los pasos en la
micropropagacion (Mascarenhas ef al, 1993). Esto trae como ventajas que el sistema radicular
no es afectado durante el trasplante a suelo, las tasas de enraizamiento pueden ser mayores y
la calidad de las raices puede ser superior (Lakshmi Sita, 1993). Por ejemplo, en café€ las raices
in vitro no son funcionales; por lo que se hace una induccion de 12 horas antes del trasplante,
10 dias después el 100% de las microestacas forman raices. Una desventaja del enraizamiento
ex virro puede ser la pérdida de material por desecacién y marchitez rdpida durante el
trasplante del medio de cultivo a condiciones de invernadero, a menos que se tomen las

medidas de precaucién (Donnelly y Tisdal, 1993).

En la propagacion a gran escala de especies ornamentales se ha observade que la
diferenciacion del sistema radical bajo condiciones in vitro no es econémicamente costeable,
por lo que en algunas empresas se ha sustituido esta fase def proceso por el enraizamiento de

brotes en camaras de humidificacion (Villalobos y Thorpe, 1991)

Durante el enraizamiento ex vitro se usan generalmente sustratos como son la perlita,
la vermiculita, la pomes, la arena y el suelo En diferentes especies de Lucalyptus y en
Salvadora persicc; se han usado enraizadores comerciales con diferentes sustratos de
enraizamiento. En teca, se han usado mezclas de hormonas comerciales en combinacion con
fungicidas y talcos enraizadores con los cuales se ha obtenido hasta un 60% de enraizamiento

(Mascarenhas et al, 1993)

2.3.3.3.3. Aclimatacién

El mayor porcentaje de pérdidas de plantulas producidas in vifro, ocurre en su fase de
transferencia al suelo cuando deben adaptarse a las nuevas condiciones del ambiente exterior,
Casi todo el esfuerzo invertido durante el cultivo de tejidos se perderia si las plantas que se
regeneraran de esos tejidos mueren cuando intentan desarrollarse en un ambiente que,

inicialmente puede resultar desfavorable (Segovia y Laing, 1991).
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La aclimatacién es un proceso de adaptacion de un organismo a un cambio de
ambiente (Brainerd y Fuchigami, 1981). Segiin Bonga y Von Aderkas (1992), las plantas
micropropagadas generalmente son susceptibles al trasplante debido a que en condiciones in
vitro ellas son mixotréficas en su modo de nutricién, aparentemente alternan entre el uso de
carbohidratos y Ia fijacién de CO,. El uso de carbohidratos es estimulado por la presencia de
altas concentraciones de aziicar y de reguladores del crecimiento en el medio de cultivo y las
bajas intensidades de luz durante el periodo de incubacion (Donnelly ef al, 1993) En estas
condiciones, el control de la humedad y la necesidad de irrigacion es mucho mas exigente
(Dunstan y Turner, 1984). Cuando un gran nimero de plantulas es aclimatado, es necesario
establecer un buen sistema de nebulizacidn, pero cuando son pequefios grupos, pueden
utilizarse los "mini invernaderos”, o el uso de bolsas plasticas En algunos casos se han
utilizado antitranspirantes (Bonga y Von Aderkas, 1992), los cuales no han sido exitosos
debido a problemas de fitotoxicidad e interferencia con la fotosintesis (Donnelly ef al, 1993)
También se ha hecho uso de micorrizas para promover el enraizamiento, mientras que algunas

especies son faciles de trasplantar al suelo (Bonga y Von Aderkas, 1992)

En teca, las vitroplantas son trasplantadas a bolsas de polietileno de 5 x 10
conteniendo una mezcla suelo : arena © compost (3 - 3 - 1), manteniendo las bolsas en
contenedores plasticos cubiertos con una capa transparente para retener una alta humedad

relativa (80 - 90%) (Mascarenhas ez al, 1993)

En caoba plantulas con una unica raiz, fueron trasplantadas cubriéndolas con una

estructura transparente, obteniéndose una tasa de sobrevivencia del 20% (Lee y Rao, 1988)

2.3.4. Micropropagacion de caoba

Se hacen esfuerzos en propagar especies maderables tropicales de interés mundial
como Khaya ivorensis A Chev conocida como caoba Afficana (Tchoundjeu y Leakey, 1996)
y Swietenia macrophylla king o caoba Hondurefia (Mesén et al, 1992) de las que muy poco se
conoce. Maruyama (1989), evaluando diferentes agentes y métodos de desinfeccién de once

especies forestales del Amazonas, entre ellas caoba, obtuvo buenos resultados al desinfectar
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segmentos nodales de plantas con Cloruro de Benzalconium al 0 1% por 15 minutos, seguido
de etanol al 70% por un minuto y peroxido de hidrogeno al 0.1% por 10 minutos. Lee y Rao
{1988), lograron desinfectar explantes de plantulas de caoba de invernadero con hipoclorito de

calcio al 10% por 10 minutos.

Segmentos nodales de plantulas de caoba fueron cultivados en el medio MS
enriquecido con diferentes concentraciones de BA, Kinetina, AIA e AIB, obteniendo los
mejores resultados con BA en concentraciones de 0.1 y 1 mg/l (Lee y Rao, 1988) Las
condiciones fisicas favorables al establecimiento de estos cultivos han sido entre los 22 y 26°C
+ 2 y fotoperiodos de 16 horas a intensidades de 5000 lux La produccion de brotes maltiples
se ha logrado en el medio BTM suplementado con 2 mg/l de BA (Maruyama et a/, 1989) y en
el medio MS reducido a la mitad y enriquecido con BA de 0 1 a 1 mg/l (Lee y Rao, 1988) Sin
embargo, utilizando aitas concentraciones de IBA (5 a 10 ppm), algunos de los brotes
enraizaron a los 40 dias después de la inoculacion. En cada caso solo una raiz fue producida,

con crecimiento horizontal

Fn la induccién de brotes por organogénesis, no se encontrd una concentracion optima
de BA, dado que.los brotes formados fueron pocos, aunque en todas las concentraciones

evaluadas se observd su formacion (Valverde, 1992).

Los resultados publicados a la fecha no incluyen a la embriogénesis somatica, por lo
que se estan realizando esfuerzos en la unidad de Biotecnologia del CATIE sobre esta linea.
El desarrollo de esta metodologia v la produccion de células de caoba en suspencion celular

seria la via inmediata para iniciar estudios en transformacion genética de esta especie,

2.4. Biotecnologia y su aplicacién al mejoramiento de especies forestales.

2.4.1. La criocenservacion y el almacenamiento in vitro.

Esta técnica podria tener alguna aplicacién practica como estrategia complementaria
de conservacion, pero solo en el caso de poblaciones bien estudiadas y recalcitrantes (Haines,

1994). La crioconservacion es aplicable principalmente en los programas de mejoramiento que
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se estén implementando, sin embargo, requiere mucho més atencion como método para
arrestar la fase juvenil y de esta forma poder retener las ganancias genéticas que nos ofrece la
silvicultura clonal. Ademas, con el énfasis continuo en los programas cooperativos de
mejoramiento de las especies forestales en los paises tropicales, el intercambio internacional de
materiales sera cada vez mas importante, a media que los programas de mejoramiento (Haines,
1994) y de conservacion de los recursos fitogenéticos forestales (Behm, 1997) avancen. En

este sentido, la tecnologia del cultivo in vitro podria encontrar aplicaciones (Haines, 1994).

2.4.2. Ingenieria genética.
El éxito de la aplicacién de la ingenieria genética involucra muchos elementos: la identificacion
y clonacion de un gen de interés, la adicién de secuencias de este gen que promuevan su
expresion apropiada; la incorporacion de un gen marcador o de seleccién; la transferencia a un
tejido competente para la transformacion y regeneracion; seleccion y regeneracion de plantas y
la confirmacion de la expresién apropiada incluyendo pruebas de campo (Haines y Martin,
1995) En la actualidad, se estan desarrollando varios proyectos con especies de arboles
forestales, en particular dirigidos a la modificacion de la biosintesis de la lignina utilizando la
técnica del contrasentido (“antrisense”) La transformacion de una nueva especie con genes
extrafios actualmente disponibles que inducen resistencia a insectos o herbicidas dependera de
la capacidad de regeneracion de plantas compietas a partir de las células transformadas

(Haines, 1994)

2.4.3. Fusién de protoplastos.

Los protoplastos son adecuados para diferentes manipuiaciones genéticas que no
serian posibles con plantas o células intactas debido a que son componentes vivos de las
células vegetales que estan rodeados sélo por la membrana plasmatica (Szabados, 1991) y los
hibridos de especies forestales con incompatibilidad sexual podrian ser de gran importancia en
las plantaciones de especies industriales (Haine;s y Martin, 1995). Los trabajos de
investigacion han permitido regenerar plantas a partir de protoplastos provenientes de
suspenciones celulares en Populus simonii (Wang et al, 1995) y Larix decidua {Korlach y

Zoglauer, 1995) vy del xilema en Pinus banksiana y Pinus strobus (Leinhos y Savidge, 1993).
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2.4.4. Marcadores moleculares.

Los marcadores moleculares tienen aplicaciones importantes en la investigacion
relacionada con los programas avanzados de mejoramiento de las especies industriales, para el
mantenimiento de estructuras de poblaciones y donde ademas puedan aplicarse las técnicas de
silvicultura clonal (Haines, 1994). Trabajos desarrollados por Chen y Filippis (1996) en varias
especies forestales demostraron que la tecnologia RAPD es una técnica rapida, precisa,
sensitiva y relativamente barata para el anélisis genomico de especies forestales. En Meliaceas,
se estan realizando algunos estudios en poblaciones naturales, con el objetivo de caracterizar
la diversidad genética (Patifio, 1997). En la actualidad el CATIE esta iniciando estudios en el
area mesoamericana sobre la variabilidad genética de caoba Estos estudios se basan en

estimar la variabilidad genética entre y dentro de las poblaciones
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Localizacion del ensayo
La investigacion se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Unidad de

Biotecnologia del CATIE en Turrialba, Costa Rica, entre mayo de 1996 y octubre de 1997

3.2. Material de semilia

Se utilizo pléntulas de caoba (Swietenia macrophylla King) de tres semanas de edad,
provenientes de semilla certificada del Banco Latinoamericano de Semilla Forestal ubicado en
el CATIE Las semillas se escarificaron manualmente y luego se realizé una desinfeccion con
Clorox comercial (Hipoclorito de sodio al 5 25%) al 50% v/v durante 15 minutos en agitacion
constante. Posteriormente se hizo un lavado bajo condiciones asépticas con cuatro enjuagues
en agua bidestilada estéril Las semillas se cultivaron in vitro en tubos de vidrio de 25 x 150
mm que contenian un medio constituido de agua bidestilada, 3% de sacarosa, 0 65% de agar y
libre de reguladores del crecimiento El pH fue ajustado a 5.7 Los cuitivos se colocaron en

cuartos de crecimiento en la oscuridad a una temperatura de 30°C

3.3. Condicienes fisicas de cultivo

Todos los cultivos se colocaron en cuartos de crecimiento bajo un fotoperiodo de 12
horas, con intensic;ades luminicas de 2000 lux. La temperatura diurna fue de 29 +2°Cy la
humedad relativa de 70 = 3% Por la noche la temperatura descendio a 24 = 2°C y la humedad

relativa aumentd a 85 £ 3%.

3.4. Cultivo de microestacas de cacba
El procedimiento utilizado para el cultivo de microestacas de caoba a partir de

plantulas germinadas in vitro se presenta en la figura 1.

3.5. Fase de iniciacion.
La micropropagacion de caoba a partir de plntulas provenientes de semilla germinada
in vitro se inicid a partir de Ja determinacion de la fuente adecuada de explantes y su forma de

cultivo.
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3.5.1. Seleccion de la fuente de explante (explante primario)
Durante esta fase se trato de seleccionar la fuente de explante primario, para lo cual se
utilizd plantulas de 3 semanas de edad. Se evalud tres tipos de yemas de diferente origen v

posicion en la plantula (Fig. 1A y B).

3.5.1.1. Yemas eofilares.

Las eofilas son las primeras hojas simples desarroiladas en plantulas de Meliaceae, las
cuales son verdes con lamina foliar expandida (Duke, 1969) Por lo tanto este explante
consistié de secciones de epicotilo de 2 cm de longitud que contienen las yemas axilares en
posicion 1y 2 con respecto al apice. Estos explantes se colocaron en posicion horizontal sobre

la superficie del medio de cultivo

3.5.1.2. Yemas de escamas foliares.

Las escamas foliares son hojas rudimentarias que protegen la yema existente en la axila
que ésta forma con el eje embrionario de las plantulas de caoba (Alvarenga y Flores, 1988)
Por lo que un segundo explante fue constituido por secciones del epicotilo de 2 2 2.5 cm de

longitud y que contienen el nudo de la escama foliar

3.5.1.3. Yemas del nudo cotiledonar
Las plantulas completas se podaron en el eje del epicotilo a una altura de 1 cm del
nudo cotiledonar y a nivel de las raices Estos explantes se cultivaron, en ausencia y presencia

de los cotiledones y se inocularon en posicion vertical en el medio de cultivo

3.5.1.3.1. Edad de la plantula para la obtencion de brotes cotiledonares

Se evalud la edad en dias para podar el ¢je epicotilar de la plantula para la produccién
de brotes del nudo cotiledonar. Por lo que a plantulas de 14, 28 y 42 dias después de la
siembra de la semilla in vitro se les elimind el eje principal a 1 cm de la base de los

cotiledones, con el fin de evaluar la capacidad de brotacién
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3.5.1.3.2. Cultives sucesivos del explante primario (Explante de npudo
cotiledonar).

Una vez seleccionado el explante de nudo cotiledonar con cotiledones como, fuente

primaria de explantes, se realizaron cuatro subcultivos del mismo explante para determinar la

capacidad de produccion de brotes. Se utilizo el medio de cultivo de la fase de induccion

3.5.2. Forma de cultivo del explante (explante secundario).

El explante secundario corresponde al explante que se utilizard en la fase de
multiplicacion. Los brotes obtenidos de los diferentes explantes mencionados anteriormente
(Fig. 1B) se cultivaron segiin el esquema observado en la figura 1C y el procedimiento

descrito a continuacion:

3.5.2.1. Brotes conteniendo una seccién del explante inicial
Brotes provenientes de yemas de escamas foliares de 15 a 2.5 c¢cm de longitud,
podados en el apice, con una y dos yemas axilares y una seccion de 1 cm del explante original

se cultivaron en posicién vertical sobre el medic de cultivo (Fig. 1Cay 1Cb).

3.5.2.2. Brotes aislados

Brotes de yemas de escamas foliares y cotiledonares con 2 nudos y una altura
promedio de 1.5 a 2 5 cm se aislaron desde el punto de insercién con el explante primario, se
podd el apice y se sembraron sobre la superficie del medio de cultivo en posicion horizontal

(Fig. 1Cc).

3.5.2.3. Brotes primarios seccionados en microestacas
Los brotes de yemas de escamas foliares tanto del eje epicotilar principal y del nudo
cotiledonar se dividieron en pequefias microestacas de 1 cm con una yema axilar y se

inocularon directamente en el medio de cultivo en posicion horizontal (Fig. 1Cd).

Fl medio de cultivo basico utilizado para esta fase de estudio consistio en las sales

minerales y vitaminas MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementadas con sacarosa al 3% y
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2.46 uM de 2-ip (6~y,y-dimethylamino purina). Como gelificante se utilizd agar (Difco Bacto
Agar) al 0.63%, aunque también se evalud la agarosa (Sigma Type II: Medium EEQO) y el
gelrite (Kelco, Division of Merk) en concentraciones de 0.65% y 0.2% respectivamente. El
pH se ajustd a 5 7. Veinticincd mililitros de este medio se colocaron en frascos “Gerber” de 50
x 90 mm cerrados con tapas plasticas “Magenta” Todos los suplementos se adicionaron al
medio antes de ser esterilizado en autoclave a 121°C y 1.2 bares de presion por un periodo de

20 minutos.

3.6. Fase de multiplicacién

Esta fase consistio en determinar la capacidad de produccion de brotes del explante
secundario (yemas de la escama foliar aisladas de brotes del nudo cotiledonar en presencia de
los cotiledones) Para ello se evaluo dos sistemas de cultivo mediante el uso de medios

solidos y liquidos bajo el sisterna de inmersion temporal (RITA®; CIRAD, Francia).

3.6.1. Cultivos en medios semi-sdlidos

Con el fin de evaluar las respuestas de tres citocininas diferentes en medios semi-
solidos, se utilizaron la BAP o 6 benzylamino purina (2 2, 45, 6.5 y 9 uM), la Kinetina (2.2
uUM) vy la 2-ip (2.2 M) v sus combinaciones (Apéndice 1), para lo cual se utiliz6 las sales MS,

con 3% de sacarosa, 0 65% de agar y un pH ajustadoa 5.7

3.6.2. Cultivos en medios liquidos, en inmersién temporal

Se inoculd los explantes en los recipientes RITA® (Recipiente de Inmersion Temporal
Automatizado) desarrollados por el CIRAD, Francia (Teisson y Alvard, 1995). Estos
recipientes contenian 200 ml de medio de cultivo La inmersion de los explantes en el medio se
realizo a diferentes tiempos (minutos) y frecuencias (dias), (Apéndice 2) Para evaluar los
mejores tiempos y frecuencias de inmersion, se utilizé dos de los mejores medios obtenidos

durante la fase multiplicacion en medio de cultivo solido (Apéndice 3).

El sistema RITA® es un recipiente especialmente disefiado para el cultivo in vitro de

plantas usando la inmersion temporal (Apendice 4). Los explantes son colocados en la parte
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superior del recipiente y el medio de cultivo en la parte inferior. Un flujo de aire con una
presion menor de 0.2 bares entra a través de un filtro de 0.2p el cual es conectado a un tubo
central creando una presion en el medio de cultivo en la parte inferior del recipiente Esta
presion permite que el medio pueda ascender hacia la parte superior del recipiente a través de
los orificios de la placa y la malla que contiene los explantes. Estos son inmersos en el medio
de cultivo durante el tiempo en que la presion es programada. Una vez que la presion se
elimina, el medio de cultivo retorna por gravedad a la parte inferior del recipiente (Teisson y

Alvard, 1995),

3.7. Fase de desarrollo

Para favorecer el desarrollo de los brotes antes del enraizamiento, se utilizaron
diferentes medios de cultivo. Se evalud el medio MS enriquecido con 1.11 uM de BAP, 116
uM de kinetina, 29 65 WM de tiamina HCl, 4% de sacarosa y 0.8% de agar (MD1). Ademas,
se utilizo el mismo medio, suplementado con las vitaminas de Morel, 133 pM de BAP, 2 89
UM de AGs, 4% de sacarosa y gelrite al 02 % (MD2) También se utilizo el medio Wood
Plant Medium (WPM, Llod y McCown, 1980) en presencia de 0.5 % de carbdn activado,
0 8% de agar y 2% de sacarosa (MD3); y este mismo medios enriquecido con 133 pM de
BAP, 2 89 uM de'AG;, 4 % de sacarosa y 0.2% de gelrite (MD4) En todos los medios el pH

se ajustd a 5.6 antes de esterilizarlos {Apéndice 5)

3.8. Fase de enraizamiento
El enraizamiento in vitro fue evaluado utilizando brotes con una altura de 3 cm y en

tres etapas diferentes: induccion, expresion y desarrollo de las raices (Apéndice 6).

3.8.1. Induccion de raices

La induccidn de las raices se realizd mediante la inmersion de la base del brote (0.3
cm) en una solucién con una fuerte concentracién de auxina por un periodo de tiempo
relativamente corto y en la oscuridad De esta manera, el primer tratamiento consistid de una
modificacién de la técnica empleada en plantas micropropagadas de café (Berthouly ef a,

1987). La solucion se consistié de un medio MS al 50%, vitaminas de Morel al 40%, 422 uM
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de AIB, 123 uM de ANA y 23.23 uM de Kinetina. Se utilizo sacarosa al 1.5% y el pH se

ajusto a 5.6. Este tratamiento se utilizd durante 16 horas en la oscuridad.

El segundo tratamiento consistio de una solucion de agua bidestilada, AIB y ANA en
concentraciones de 24.60 y 26 85 UM respectivamente El pH se ajusté a 5.7 y la induccion se

realizd durante 72 horas en la oscuridad (Perrin ef al, 1994).

3.8.2. Expresidn de raices

Después del tratamiento de induccion, los brotes se subcultivaron en dos medios de
expresion de raices. El primero fue el MS al 50% suplementado con tiamina HCI (29 .65 uM),
AIB (246 uM), ANA (134 uM), sacarosa al 4%, gelrite al 0 2% y un pH de 57 El otro
tratamiento consistio en el medio de expresion utilizado para Hevea brasiliensis (Pertin et al,
1994), el cual contiene 9 uM de KNO;, 2.5 uM de NHNO;, 2.5 uM de Ca(NOs)y, 07 uM
de MgSO; y 1 uM de CaCl,, ademés de los microelementos del medio MH (Carron y Enjalric,
1985). Se utilizd sacarosa al 8%, agar al 0.9% y un pH de 5.8. En ambos medios el tiempo de

cultivo fue de 10 dias

3.8.3. Desarrollo de raices.

Para el desarrollo de raices, los brotes se inocularon en un medioc WPM al 50%,
sacarosa al 2%, carbon activado al 0 5%, agar al 0.8% y el pH se ajustd a 5. 7. El tiempo de
cultivo fue de 30 dias. Para el cultivo de todas las fases se utilizo tubos de 25 x 150 mm, que

contenian 15 ml de medio de cultivo.

3.9. Fase de aclimatacion

Para la aclimatacion de las vitroplantas se procedio en el laboratorio a eliminar las
tapas de los tubos de cultivo utilizados durante el desarrollo de las raices. Se colocod 2 ml de
agua destilada estéril dentro del tubo y las vitroplantas permanecieron bajo las mismas
condiciones de enraizamiento por un periodo de 72 horas. Luego se aislaron las vitroplantas

de los tubos vy se colocaron en vasos de polietileno que contenian arena estéril. Finalmente, las
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plantas se transfirieron al invernadero bajo una camara plastica para mantener una humedad

relativa cercana al 100% por un periodo de 10 dias.

3.10. Xstudio histelogico

Para este estudio se realizaron secciones transversales y longitudinales de los
diferentes tratamientos De esta manera se colectaron muestras de epicotilo, yemas
cotiledonares, cotiledones y yemas de escama foliares del eje embrionario. Asi mismo, se
tormaron yemas de escama foliar y eofilares provenientes de brotes cotiledonares
desarrollados iz vitro. Finalmente, se hicieron muestreos de yemas cotiledonares alos 0,3y 6
dias después de la eliminacion del eje embrionario, lo que permitié establecer una cinética del
cultivo Estas muestras fueron fijadas en una solucion de (Etanol al 95%, agua destilada,
formalina vy acido acético; en relacion 10:7:2:1, respectivamente) Seguido de una
deshidratacion en una serie ascendente (50%, 70%, 80%, 90%, 95% y 100%) de alcohol
butilico terciario (T B.A) Finalmente las muestras se colocaron en moides para la infiltracion

con historesina (Apéndice 8)

Se realizaron cortes a 4 pm de grosor, utilizando para ello un micrétomo de rotacion
Los cortes fueron fijados a la lamina y luego se realizd la tincién La interpretacion y toma de

fotografias se llevo a cabo con un microscopio Nikon microphot-FX.

3.11. Analisis estadistico

El andlisis estadistico consistio principalmente en un anélisis de varianza, comparacion
de medias por el criterio FHISD de Tukey, Duncan y Bonferroni. Se utilizo el procedimiento
GLM de SAS para analizar los datos Las especificaciones de los diferentes analisis utilizados
en los ensayos y los valores de significancia mas relevantes se presentan en el apéndice 9. Las
variables analizadas durante la experimentacion son las siguientes:
Tiempo de brotacién (dias).

Se considerd como brote emergido cuando éste tenia una altura minima de 0.5 ¢cm. El
tiempo de brotacion fue considerado como el niimero de dias a partir de la inoculacion en que

el 50% de los brotes de la unidad experimental alcanzd al menos 0 5 cm de altura
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Porcentaje de brotacion (%).
Este valor fue obtenido segun el namero de explantes dentro de la unidad experimental
(frasco) que producian al menos un brote, al final de cuatro semanas de cultivo, en relacion al

total de explantes, multiplicado por 100.

Nuamero promedio de brotes por explante.

A cada explante brotado se le contabilizd el niimero de brotes mayores de 0.5 cm de

altura, obteniendo un promedio para cada unidad experimental

Altura de brotes (cm).

Se midid la altura en centimetros de los brotes desde la insercion del brote en el

explante hasta su extremo apical

Indice de la Capacidad de Alargamiento del Brote (CAB).
Este indice se evaluo en la fase de iniciacion Se utilizo el numero de brotes mayores

de 1 5 cm multiplicado por el porcentaje de explantes que formaron brotes dividido entre 100.

Porcentaje de sobrevivencia (enraizamiento y aclimatacion).
Esta variable fue medida mediante la relacion entre los brotes o vitroplantas muertas y

el niimero total de cada tratamiento al inicio del ensayo, multiplicado por 100

Porcentaje de enraizamiento.
Para la evaluacion de esta variable se relacioné el nimero de brotes que al menos

formaron una raiz de 0.5 cm, con el nimero total de brotes del tratamiento.

Namero promedio de raices por vitroplanta.

Se evalud el nimero de raices formadas en cada brote enraizado, y para el andlisis

estadistico se transformaron los datos con procedimientos de SAS.

Longitud de raices {(cm).

La longitud de las raices en centimetros se midid desde la union de la raiz con la base

del brote hasta su extremo apical.



4. RESULTADOS

4.1. Fase de iniciacién.

4.1.1. Seleccién de la fuente de explante (explante primario).

El analisis estadistico muestra que existen diferencias significativas enire los
tratamientos realizados para seleccionar el explante primario para el cultivo de microestacas

de caoba (Cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentajes de brotacién (%), dias a brotacién, niimero promedio de brotes
por explante, altura de brotes (cm) e indice de Capacidad de Alargamiento
del Brote (CAB) en la seleccién de la fuente de explante primario para el
cultivo de microestacas de caoba a partir de plintulas germinadas in vitro.

Tratamientos Brotacion Diasa N° brotes/ Aliura de CAB

F (%) brotacién  explante  brotes (cm)
\ig N\ Yemas eofilares 7% ila lec 074 1
N Yemas de escamias 93 b 10 2 1e¢ 20c 17
/ foliares
L)
% Yemas cotiledonares 100 2 2 144 % 5. 472
@r con cotiledones
st
Yemas cotiledonares 97 5 Oy 181 375 38
[ sin cotiledones

* sipnificaneia del 5%

Los explantes del nudo cotiledonar cultivados con o sin cotiledones no muestran
diferencias significativas entre si con respecto al tiempo y porcentaje de brotacion Sin
embargo, ambas respuestas son diferentes a las observadas en los explantes de yemas de
escamas foliares y eofilares (Fig. 2A y 2B). Las yemas del nudo cotiledonar en presencia de
cotiledones muestran un 23% mas de brotacion que los explantes de la eofila, los cuales
presentan el valor mas bajo (77%). El nimero promedio de brotes por explante es
significativamente mayor en explantes de nudo cotiledonar (Fig. 2C). Esto se puede explicar
mediante el estudio histologico de las diferentes fuentes de explante del eje embrionario. Los
explantes eofilares y de escama foliar solo presentan una yema; y su estado de desarrollo

depende de su proximidad al apice del eje embrionario (Fig, 2D). Asi mismo, la yema de la



Fig. 2. Seleccién del explante primario. ) brotes de yemas cofilares, B) brotes de vemas de escamas
foliares. C) brotes de yemas cotiledonares con cotiledones. D) yema ecfilar (4x); y, yema; p,
peciolo; ee, eje embrionario. £) yema de cscama foliar (4x); b, brictea; y, yema; ee, eje
embrionario; ef, escama foliar. F) yemas del nudo cotiledonar (4x); pc, peciolo cotiledonar; v,
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escama foliar se caracteriza por estar rodeada de una estructura, a manera de pequefia bractea
(Fig. 2F). Contrariamente, en la axila de cada nudo cotiledonar es posible observar al menos
dos yemas seriales ubicadas en posicion descendente, algunas de las cuales se ubican
exactamente en el punto de union entre la base del peciolo y el eje embrionario (Fig. 2F),
mientras que otras se desarrollan un poco mas arriba sobre el mismo eje. La distancia de éstas
ultimas a la yema axilar varia de un explante a otro Estas areas meristematicas se caracterizan
por la presencia de gran cantidad de células pequefias con nucleo grande, nucledlos bien
definidos y contenido citoplasmatico muy denso También se aprecia la presencia de fenoles
en células epidérmicas, parénquima cortical y médula La cinética de brotacion de las yemas
cotiledonares en el tiempo muestra que a los 0 dias hay un desarrollo incipiente de esta yema
y en ocasiones casi no se diferencia en el eje embrionario (Fig. 3A). En algunos casos se
observan de dos a tres yemas por axila, subtendidas por una pequefia bractea A los 3 dias se
observa la formacién muy definida de dos yemas supernumerarias ubicadas en direccion
descendente en cada axila del nudo cotiledonar, con diferentes etapas ontogénicas (Fig 3B).
La primera en madurar es la yema mas alejada de la axila del eje embrionario, en la base de la
cual se abserva el desarrollo de una pequefia estructura escamosa correspondiente a la profila
del brote. El desarrollo de brotes axilares y el inicio de la brotacion de la segunda yema

ubicada por debajo de la primera se observa a los 6 dias después de la poda del eje (Fig. 3C).

El estudio histologico también reveld la presencia de gran cantidad de células de
forma alargada, asociadas al floema, la corteza e inclusive los meristemos apicales (Fig. 4D)
Estas células se caracterizan por un gran tamafio, nicleo y nucledlo prominente, un
citoplasma con precipitado granuloso y aparente formacion de gran numero de vacuolas. Es
posible que por su ubicacidn y forma, estas células sean de naturaleza secretora Estas celulas
se alargan llegando a tener 12 a 15 veces el tamafio de las vecinas formando una especie de
tubo o canal Fue posible observarlas en nudos cotiledonares, brotes jovenes y yemas. Al
comparar in vifro el namero de brotes de los explantes del nudo cotiledonar con y sin
cotiledones, el mayor nimero de brotes se produce en ausencia de cotiledones. Sin embargo,

los brotes desarrollados en este tipo de explante, en presencia de cotiledones, presentan una



g. 3. Cinética del desarrollo de yemas cotiledonares después de la pada. A4) 0 dias (4x); pc, peciolo
cotiledonar; y, yema; b, brictea. B) 3 dias (43); ¥, yema; b, brictea. C} 6 dias (4x). be, brote
cotiledonai; b, brictea; y, yema; pe, peciolo cotiledonar. D) seccién longitudinal de eje
embrionario (4x). cs, células seeretoras. E) brotes de nudoe cotiledonar en presemcia de
cotiledones (2° subeultivo). F) brotes de nndo cotiledonar en ausencia de cotiledones.
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altura promedio bastante superior (4.7 cm mas de longitud), mas vigorosos comparados con

los otros tipos de explante (3E y F). Segtn el Indice de Capacidad de Alargamiento del Brote

(CAB), los originados del nudo cotiledonar (con o sin cotiledones) presentan una capacidad

de alargamiento de 42 y 38, en tanto que los de la escama foliar y de la eofila presentan un

valor de 17 y 1, respectivamente Estas observaciones permiten seleccionar el explante de

-nudo cotiledonar con cotiledones como la mejor fuente de explante primario.

4.1.1.1. Edad de la plantula para la obtencién de brotes cotiledonares.

Al determinar la influencia de la edad de la plantula en la respuesta del explante

primario se observo que tanto el porcentaje y el tiempo de brotacion (Fig. 4A y B), asi como

la altura de los brotes (Fig 4C) son estadisticamente similares en las tres edades evaluadas,

Porcentaje

Altura jom)

A.Porcentaje de brotacion B. Tiempos de brotacién
100¢7 ]
5
80 s
]
&0 g
=1
404 o
1]
3 R
2047 fa}
0 5 s
14 28 42
N . 14 28 42
Dias d jernb
fas después de la siembra Dias después de la slembra
C. Altura de brotes (cm) ” D. N°de brotes/explante
0
a
6 3
£
4 &
E
2 .
0 :"N T
0 14 8 42
14 28 42
Dias después de la slembra Dias después de la slembra

Fig, 4. Porcentaje(A) y dias a brotacién (B), altura (C) y niimero promedio de brotes

(D) por explante cotiledonar con cotiledones tomados de plintulas a diferentes
edades (14, 28 y 42 dias) después de la siembra de semillas in vifro. La
significancia estadistica representada por letras pequeiias se evalué al 5%.
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Sin embargo, el nimero promedio de brotes por explante se reduce de 1.6 en plantulas de 14

y 28 dias a un valor de 1.2 cuando se utilizan plantulas de 42 dias (Fig. 4D).

El analisis de regresion aplicado a estos resultados, muestra que, al utilizar plantulas
de 14 dias de edad hay un aumento del niimero de brotes por explante (Fig. 5A), lo cual
contrasta con una disminucién de la altura de los mismos Sin embargo, esta relacion no se

manifiesta en explantes provenientes de plantulas de 28 y 42 dias (Fig. 5B y C).

A. Plintulas de 14 dias B. Plintulas de 28 dias C. Phantulas de 42 dias

12
10

Altura
vy,
SMNBOOSN

AHura

QNG

) i

0 ; s : ; :
05 15 25 05 1.5 25 0.5 1.5 25
N° de brotesiexplante N° de brotes/explante N°de brotesfexplante

Fig. 5. Relacién entre la altura y el niimero promedio de brotes de yemas cotiledonares
tomadas de plantulas a diferentes edades, 14 dias (A), 28 dias (B) y 42 dias (C). Los
datos se presentan al 5% de significancia estadistica.

4.1.1.2. Cultivo sucesivo del explante primario (explante del nudo cotiledonar)

El cultivo del explante primario por cuatro ciclos sucesivos de 30 dias cada uno,
mostré un aumento significativo en el niimero de brotes, de un 82 vy 54% en el segundo y
tercer ciclo respectivamente. Sin embargo, se muestra una tendencia hacia la disminucion de

la altura de los brotes a partir del segundo ciclo de cultivo (Fig. 6).

El andlisis de regresion realizado para ambas variables no muestra significancia para
ninguno de los cuatro ciclos de cultivo. El mayor nimero promedio de brotes por explante
actuo en detrimento de la aftura de los mismos, la cual disminuy6 gradualmente de 4.4 ¢m en
el primer ciclo a 3.3 cm en el cuarto ciclo. Asi mismo, el diametro del tallo también
disminuye; sin embargo, estos brotes pueden ser utilizados como explante secundario en la

fase de multiplicacion.
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cm- N° brotes

_g“..ﬁé,f’g fes Ciclos de subcultivo

Fig. 6. Evaluacién de tres ciclos sucesivos de cultivo del explante primario para la
obtencién de explantes secundarios en el cultivo de microestacas de caoba. Kl
nimero y altura promedio (cm) de brotes se evalué a una significancia del 5%.
4.1.2. Forma de cultive del explante {explante secundario).

En el cuadro 2 se presentan las diferencias estadisticas obtenidas de la evaluacion de

diferentes formas de cultivo para la seleccién del explante secundario. La capacidad de

producir brotes esta en funcion del tipo de explante y su forma de cultivo.

El mayor porcentaje de brotacion (100%) y el mayor nimero de brotes por explante
(1.5) se obtuvo cuando los explantes secundarios provenientes de brotes de yemas
cotiledonares (explante primario) portaban dos nudos y se cultivaron en posicién horizontal
sobre la superficie del medio (forma 6 y 8). Sin embargo, se observan diferencias
significativas si se compara la altura promedio de los brotes entre estas dos formas de cultivo,

resultando superior la forma de cultivo 6.

Aunque el cultivo de microestacas de un solo nudo (formas 3, 5, 7) produce brotes de
una longitud significativa, el niimero de brotes por explante es inferior si lo comparamos con
las otras formas de cultivo. Esta forma de cultivo presenta el problema de una répida
oxidacion del explante que en algunos casos produce su muerte (forma 3, 62% de brotacion).
Las formas de cultivo 1 y 2 (explantes en posicién vertical) producen brotes de mala calidad

lo que no permite continuar con la fase de multiplicacién. La capacidad de alargamiento del
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brote (CAB), es altamente superior en la forma de cultivo 6 con respecto a los otros

tratamientos.

Cuadro 2. Porcentaje de brotacién (%), dias a brotacién, niimero promedio de brotes
por explante, altura de brotes (cm) e Indice de Capacidad de Alargamiento
durante la seleccién de la forma de cultivo del explante secundario para el
cultivo de microestacas de caoba. b) brote de escama foliar; ¢) brote de nudo
cotiledonar con cotiledones y d) brote cotiledonar sin cotiledones.
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4.2. Fase de multiplicacién

Durante esta fase se evalud el potencial de produccién de brotes del explante
secundario (escamas foliares provenientes de brotes de nudos cotiledonares con cotiledones)

bajo la forma de cultivo 6 (Cuadro 2) en medios semi-solidos y liquidos.
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4.2.1. Cultivos en medios semi-solidos

Durante el primer ciclo de cultivo de la fase de multiplicacién, una concentracion de 9
#M de BAP (Fig. 7) permitié la produccion del mayor nimero de brotes (2 3); aunque este
valor es estadisticamente igual al obtenido en presencia de 4.5 UM de BAP (1.7 brotes por
explante) Sin embargo, la mayor altura promedio de los brotes (1.9 cm) se obtiene cuando se
aplican concentraciones bajas de BAP (2.2uM). Un gran porcentaje de los brotes producidos
bajo la concentracién de 9 pM de BAP presentan un aspecto vitrificado, no expanden sus
hojas, y presentan una coloracién verde-blanquecino. Generalmente, la mayoria de estos

brotes emergen de las primeras yemas axilares del primer brote que emergi6 en el explante,

La interaccion de BAP con kinetina o 2-ip a concentraciones de 2.2 uM para cada una
de las citocininas produce un promedio de 1.4 brotes por explante con alturas de 1.4 cm (2-
ip) a 1.6 cm (kinetina). Esta altura de los brotes es adecuada para continuar con la fase de
multiplicaciébn. Las otras combinaciones de BAP con kinetina o con 2-ip no muestran
diferencias significativas en cuanto al nimero de brotes. Sin embargo, la altura promedio es

superior cuando 2.2 yM de BAP es combinado con 2.2 pM de Kinetina o de 2-ip.
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Fig. 7. Promedios de el nimero y altura de brotes por explante en la evaluacién de
diferentes concentraciones y combinaciones de BAP, Kinetina y 2-ip durante la
fase de multiplicacion (primer ciclo de cultivo). La significancia estadistica
representada por letras pequefias se calculé al 5%.

De las tres citocininas evaluadas a una misma concentracion (2.2 pM) y sin
combinarse entre si, la BAP es estadisticamente superior al producir mayor niimero de brotes
con una altura superior. Sin embargo, los brotes producidos sélo con BAP presentan la

formacion de callo fenolizado en sus extremos, que en algunos casos afecta el desarrollo del



43

brote. En todas las combinaciones de citocininas evaluadas, existe una tendencia hacia el
aumento del nimero de brotes a medida que la concentracion de BAP aumenta. Sin embargo,
se observa una relacion inversa en la altura de los brotes, la cual disminuye al incrementar Ia
BAP. Los tratamientos con 2.2 uM de 2-ip y kinetina combinados con 6.5 BAP permitieron
el reciclaje de los explantes, debido a la poca formacién de callo fenolizado en los extremos

de estos.

En el segundo ciclo de cultivo (Fig. 8), se observa que los mejores tratamientos en
cuanto al nimero promedio de brotes corresponden a las concentraciones de 22 uM, 6 5 uM
y 9 M de BAP y la combinaciéon de 6.5 uM de BAP con 2.2 uM de kinetina. Estos
tratamientos son estadisticamente iguales entre si pero superiores a los demas, sin embargo,
en cuanto a la altura promedio de los brotes, ninguno de estos tratamientos es superior
estadisticamente a los demas La combinacién de 6.5 UM de BAP con 2.2 uM de 2-ip
produce un promedio de 1.5 brotes por explante con una altura promedio de 2 cm. Es
importante hacer notar que los brotes producidos en este tratamiento presentan entrenudos
alargados lo que permite continuar con la fase de multiplicacion, ademas presentan tallos
gruesos y hojas bien desarrolladas. También se observaron otros brotes que provienen de las
yemas axilares presentes en la base del primer brote que emergié del explante inicial (Fig.
9A). Durante la fase de multiplicacion se observd que el 60% de los explantes reciclados

formaron un promedio de 1.7 brotes con alturas de 2 cm (Fig. 9B,C,D).
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Fig. 8. Promedios de el nimero y altura de brotes por explante en la evaluacién de
diferentes concentraciones y combinaciones de BAP, Kinetina y 2-ip en la fase
de multiplicacién (segundo ciclo de cultive). La significancia estadistica
representada por letras pequenas se calculd al 5%.



Fig. 9. Multiplicacidn de brotes de caoba (Swietenia macrophylie) in vifre. A) Reciclaje del explante
secundario. ep, explante primario; pb, primer brote podado; bn, brotes nuevos de fas yemas

axilares del primer brote. B, C, y I} desarrollo de brotes y proliferacion de vemas axilares
durante 1a fase de multiplicacitn.
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Cabe resaltar que el efecto de la interaccion BAP - kinetina y BAP - 2-ip fue diferente
de un ciclo de cultivo a otro. Si en el primer ciclo la tendencia general fue un aumento en el
niimero de brotes y una reduccién de su altura en presencia de concentraciones crecientes de
BAP; en el segundo ciclo se observa, una disminucion del nimero de brotes en beneficio de

su longitud.

Segin los resultados obtenidos durante la fase de multiplicacion, el numero total de
brotes obtenidos a partir de una sola semilla germinada es de 4.7 en el primer ciclo de cultivo
(establecimiento de la multiplicacion), en un perfodo de 10 semanas. Este valor se incrementa
a 118 brotes por semilla, al combinar el subcultivo del explante primario con la produccion

del segundo ciclo de cultivo al término de 5 semanas.

4.2.2. Cultivo en medios liquidos en inmersién temporal

Los ensayos preliminares realizados con el sistema de cultivo en inmersion temporal
(RITA®) se han utilizado para comparar el efecto del cultivo de explantes nodales en medio
liquido con respecto al cultivo en medio semi-solido. Inmersiones de 3 minutos cada 3 0 5
dias (T2, T4, T5 y T6) se traducen en buenos porcentajes de brotacion (Fig 10A), aunque el
niimero y la longitud promedio de los brotes fue bajo en comparacion con los valores

obtenidos en medios solidos (Fig 11)

Los brotes producidos bajo una frecuencia de 3 minutos cada 3 dias en presencia de
6.5 uM de BAP y 2.2 uM de 2-ip (T6) son superiores (Fig. 10B) a nivel de morfologia foliar
(color y textura); sin embargo, son brotes de pequefia longitud (0.6 cm) Algunos de los
brotes producidos bajo una frecuencia de inmersion de 3 minutos cada 5 dias en presencia de
9 uM de BAP (T2) mostraron formacion de nuevos brotes en su base El tratamiento 1 (9
1M de BAP) y el tratamiento 3 (6.5 uM de BAP y 2.2 uM de 2-ip) bajo una inmersion de 1
minuto cada 5 dias son estadisticamente iguales entre si pero superiores en el numero y altura
de los brotes con respecto a otros ritmos de inmersion evaluados; sin embargo, la morfologia
de estas vitroplantas es satisfactoria comparada con los otros tratamientos. En general no se

observé vitrificacion y malformacién de hojas en estos tratamientos. Otros ensayos mostraron



Fig. 10. Produccion de brotes de caoba (Swietenia macrophylla) en el sistema de inmersion temporal

(RITA®). A) Brotacién y crecimiento de Ios explantes en; B) Brote desarroliado a los 30 dias

después de la siembra del explante; C)Crecimiento del brote en un medio de desarrolio WPM;
12} brote enraizado.
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que altas frecuencias de inmersion diaria (10 minutos al dia, 5 y 15 minutos 4 veces al dia)

provocan vitrificacion y malformacion de los brotes

cm - N° brotes

MS ™ T2 T3 T4 TS T6

Tratamientos GNP de brotes
iEARE (em).

Fig. 11. Namero y altura promedio de brotes de caoba cultivades bajo el Sistema de
Inmersién Temporal Automatizado (RITA®) a diferentes ritmos de inmersién
y tratamientos de induccién de brotes. MS, promedio de los medios semi-
solidos. La significancia estadistica representada por letras pequefias se
calculd al 5%.

4.3. Fase de desarrollo

El uso de un medio adecuado para el desarrollo de los brotes obtenidos durante la
multiplicacién es necesario como un paso previo para el enraizamiento. De los medios
evaluados (Cuadro 3), el WPM en presencia de carbon activado, 2% de sacarosa v libre de
reguladores del crecimiento (MD3) permitid un 100% de sobrevivencia de los brotes, los
cuales mostraron un buen crecimiento en longitud y buen desarrollo de hojas (Fig. 10C). En
este medio, el 10% de los brotes desarrollaron pequefias raices (+/- 2 em de longitud) lo cual
constituye una ventaja para la fase de enraizamiento Mientras que este mismo medio, pero
suplementado con 1.33 uM de BAP, 2.89 uM de AG; y 4% de sacarosa (MD4), no permitio

un buen desarrollo de los brotes. \

En el medio MS con 1.11 uM de BAP, 1.16 uM de kinetina y sacarosa al 4% (MD1),

se present6 un 79% de sobrevivencia de los brotes, ademas de observarse en la base de ellos,
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algunos brotes pequefios. En los medio que contiene las sales MS y vitaminas de Morel, 1.33
uM de BAP, 289 uM de AGs y 4% de sacarosa (MD2) tampoco se obtuvo un buen
desarrollo de los brotes, en algunos se observé hojas con coloracién amarilla, seguida de la

caida de ias mismas.

Cuadro 3. Evaluacién de cuatro medios diferentes durante la fase de desarrollo para el
acondicionamiento de los brotes de caoba para el enraizamiento.

Tratam. | Sobrevivencia | Formacion de Observaciones

de brotes raices

Poco desarrollo, formacién de un pequefio callo
MD1 79% 0% en la base del brote, caida de hojas y desarrollo de
brotes en las axilas basales del mismo.

Poco desarrollo, minima formacion de callo en la
MD2 84% 0% base del brote, coloracion amarilla y caida de
hojas

Brotes bien desarrollados con buena coloracion
MD?3 100% 10% de hojas vy tallos gruesos, no hay caida de hojas
minima formacion de callo en la base

. Poco desarrollo, formacion de un pequeiio callo
MD4 92% 0% en la base del brote y es minima la caida de hojas.

4.4, Fase de enraizamiento

Ensayos preliminares mostraron muy baja aptitud de los brotes de cacba al
enraizamiento ex vifro. Se observo que a los 10 dias después de colocar los brotes en el
sustrato en condiciones de invernadero, el 100% de ellos murieron. Los resultados obtenidos
muestran que el mayor porcentaje de brotes enraizados se obtiene bajo un sistema de
induccion a alta concentracién de auxinas, baja concentracion de citocininas y un tiempo
reducido de exposicion, seguido de la transferencia a un medio de expresion con baja
concentracién de auxinas (Fig. 12) De esta manera al utilizar concentraciones de 422 pM de
AIB, 123 uM de ANA y 23.23 uM de Kinetina (T1 y T2) se obtuvo un 73 y 70% de

enraizamiento. Al utilizar bajas concentraciones de auxinas por un periodo de tiempo mayor
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(T6, T8 y T9) los porcentajes de enraizamiento fueron bajos, en algunos casos 0%, a

excepeion del T7 que presentd un 55% de enraizamiento.

El anilisis estadistico muestra que existen diferencias entre los tratamientos en cuanto
al numero y longitud de las raices La induccién con altas concentraciones de auxinas, y el
uso de bajas concentraciones de éstas en el medio de expresion, produce mayor cantidad de
raices (T1, T2, T5 y T7) de mayor longitud en comparacion con los demas tratamientos, a
excepcion del tratamiento T1 en el cual la longitud promedio fue de 3 6 cm, pero con mucha
formacién de callo friable en la base Estas raices presentan un buen desarrollo y en algunos
tratamientos, se observé la formacién de raices secundarias (Fig. 10D). Los brotes
provenientes de los medios de desarrollo con las sales minerales de WPM (MD3 y MD4),
presentaron los mayores porcentajes de enraizamiento; el nimero promedio de raices por

brote y la longitud de las raices también fue superior.

A. Porcentaje de enraizamiento B. Niimero y longitud de raices
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Fig. 12. Earaizamiento in vitro de brotes de caoba después de 30 dias en un medio de
desarrollo de raices. A. Porcentaje de enraizamiento (%), B. Ndmero y
longitud (cm) promedio de raices. La significancia estadistica representada por
las letras pequeifias se evalué al 5%.

4.5. Fase de aclimatacién

Las vitroplantas utilizadas durante la fase de aclimatacion tenian una altura promedio
de 32 cm, presentaban de 3 a 5 nudos con 4 a 6 hojas y un promedio de 2 5 raices por planta
(Fig 13A) Plantas en estas condiciones permitieron obtener un 27% (13/48) de

sobrevivencia a la aclimatacién, cuando se eliming la tapa de los tubos tres dias antes de
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transferirias al invernadero. Fl endurecimiento de las vitroplantas es favorecido cuando €stas
son colocadas en el invernadero bajo un tanel plastico con alta humedad relativa provocada
por la aplicacién de agua en gotas finas. El crecimiento es lento en los primeros dias, sin
embargo, dos semanas después las plantas inician la formacién de nuevas hojas y su
crecimiento continua Después de 60 dias de aclimatacion las plantulas aumentaron un
promedio de 3.5 cm de altura, el tallo presentd una mayor lignificacién y las nuevas hojas
mostraron caracteristicas morfoldgicas adecuadas para la fotosintesis Las raices adventicias
no funcionales desarrolladas in vitro han sido sustituidas por raices adventicias funcionales en

el nuevo sustrato en el invernadero (Fig. 13 By C)




Fig. 13, Aclimatacidn de plantulas de caoba (Swietenia macreplylla) obtenidas in vitro,
de raices adventicias funcionales; B) crecimiento de Ia plintula a fos 60 dias
transferencia a invernadero; ) plintulas aclimatadas.
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5. DISCUSION

5.1. Fase de iniciacion

5.1.1. Seleccion de la fuente de explante (explante primario)

La micropropagacion tiene un papel importante en la multiplicacion rapida de
genotipos élites (por ejemplo clones y familias) de especies forestales. Esto es particularmente
valido para los paises tropicales y subtropicales donde muchas especies se han domesticado
recientemente, tienen posibilidades de altas tasas de crecimiento y la demanda por madera es
muy alta (Hartney y Stevensson, 1992) Sin embargo, el éxito de éstas técnicas depende de
diferentes factores de influencia. Entre ellos se pueden citar el explante (estado fisiologico de
plantas madre en el momento de colectar los explantes), los medios de cultivo (sales
inorganicas, compuestos organicos, reguladores de crecimiento, etc), las condiciones
ambientales de incubacién y las interacciones de todos estos factores (Mroginski y Roca,
1991). La influencia del origen del explante es uno de los principales factores de estudio para
la micropropagacién de las especies vegetales, porque de ella depende el potencial que un

explante pueda presentar para su multiplicacion in vifro.

Para la micropropagacion de caoba a partir de plantulas germinadas in vitro, los
resultados muestran que la mejor fuente de explante son las yemas que se encuentran en la
axila formada entre las bases envolventes de los cotiledones y el eje epicotilar. El estudio
histologico muestra que en cada axila del nudo cotiledonar existen al menos dos yemas con
diferentes etapas ontogénicas, algunas de éstas se desarrollan de igual forma que el eje
principal Cada uno de estos ejes muestran el desarrollo de diferentes yemas, revelando el
enorme potencial de rebrote que posee la especie Cuando estos explantes son cultivados en
presencia de los cotiledones, la capacidad de formacion de brotes con alturas adecuadas (8.5
cm) para iniciar la multiplicacién, es superior a los otros tipos de explante estudiados. La
posibilidad de subcultivos permite que éste explante sea una fuente importante para la
produccién de explantes secundarios, aunque existe una tendencia a la disminucién del
niimero y altura de los brotes después del segundo subcultive. Estudios similares efectuados

en diferentes especies lefiosas como Theobroma cacao (Filloy y Janick, 1987; Aguilar, 1996);
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Sterculia urens (Purohit y Dave, 1996), Leucaena leucocephala (Dhawan y Bhojwani, 1985)
y Quercus robur (Vieitez et af, 1985) han mostrado el potencial de este tipo de explante, el
cual puede tener gran aplicacién, principalmente para la micropropagacién de familias

superiores de arboles de dificil propagacidn.

En caoba, unas de las posibles causas de la reduccion en el nimero de brotes y altura
de los mismos en los tratamientos, podria ser la produccion de una masa celular o callo
completamente fenolizado en los extremos del explante, la cual poco a poco lo envuelve a
medida que aumenta el tiempo que éste pasa en cultivo. Esto se apoya en las observaciones
realizadas en cortes histolégicos de nudos cotiledonares, escamas foliares y eofilares, los
cuales muestran gran cantidad de células con fenoles muy cercanas al tejido vascular,
especificamente al floema y en la médula parenquimatica Otra causa podria ser la
disminucidén de las reservas existentes en los cotiledones a medida que aumentan los
subcultivos y que el medio de cultivo no contenga todos los elementos necesarios que el
explante necesite Es bien conocido que una vez que la semilla germina, los sistemas radical y
aéreo comienzan a utilizar los nutrimentos minerales, grasas, almidon y proteinas presentes en
las células de almacenamiento de la semilla y la plantula juvenil depende de estas reservas

alimenticias (Salisbury y Ross, 1994)

Estudios realizados por Olofinboba (1975) en cotiledones de cacao y su relacion con
el crecimiento de la plantula mostraron que éstos contienen aminoacidos, almidon, sacarosa,
glucosa, fructosa y una gran cantidad de monosacaridos, los cuales cambian en concentracion
a medida que la planta inicia su crecimiento. En esta especie los almidones son la principal
fuente de metabolitos para el desarrollo de la plantula, por lo que la eliminacion de los
cotiledones disminuye mucho su crecimiento. En caoba falta por realizar estudios similares a
fin de conocer la composicion metabdlica de los cotiledones. Sin embargo, el hecho de que el
cultivo de nudos cotiledonares en ausencia de cotiledones diera origen a brotes de menor
altura, tallo delgado v hojas pequefias, comparados con los obtenidos de explantes con
cotiledones, hace suponer que la eliminacién de los cotiledones implicé la supresion de ciertos

metabolitos necesarios para el crecimiento del brote
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En esta especie, la edad de la plantula no constituye un factor limitante para iniciar el
cultivo primario La poda del eje principal puede realizarse en un periodo de 2 a 6 semanas
después de la siembra de la semilla sin presentar diferencias en el porcentaje de germinacion y
la altura de los brotes Esto constituye una ventaja importante porque al utilizar plantulas mas
jovenes se disminuye el tiempo para cada ciclo de micropropagacion. Posiblemente, el utilizar
plantulas mas jovenes promueva el mayor niimero de subcultivos del nudo cotiledonar, ya que
las reservas, reguladores de crecimiento y otros factores presentes en los cotiledones no son
utilizados en el desarrollo de la plantula, sino en el desarrollo de los brotes que emergen del

nudo cotiledonar.

La baja respuesta observada en las yemas eofilares comparada con las otras fuentes de
explante puede explicarse, en parte a que los entrenudos del epicotilo son muy cortos, lo que
obliga a utilizar explantes mas pequefios y en consecuencia, mas susceptibles a la oxidacion.
Ademaés los estudios histologicos muestran que éstas yemas son menos desarrolladas,
posiblemente por estar mas cercanas al dpice del brote. La diferencia de respuesta observada
entre las yemas de un mismo eje puede explicarse, ya que sobre una misma planta las yemas
coexistentes sean estas apicales, axilares o adventicias, presentan meristemos que pueden
tener diferencias estructurales o fisiologicas importantes entre si (Margara, 1988) Lardet et
al (en prensa) observaron en Hevea brasiliensis y Theobroma cacao que el estado fisiologico
de crecimiento de las ramas, alcanzado en el momento de tomar los explantes y la posicion de
las yernas sobre la misma, son factores de influencia determinantes de la respuesta de la yema
en cultivo in vitro En ambas especies, la capacidad de las yemas para desarrollarse en el
cultivo in vitro es mayor en los explantes tomados de ramas en estado dormante. Estos
autores observaron un gradiente en el desarrollo de las yemas segun su posicion en el eje
Este gradiente puede ser el resultado de un bajo nivel endoégeno de inhibidores del
crecimiento y de un contenido suficientemente bajo de promotores que permita responder

positivamente a la adicion exogena de reguladores de crecimiento.

De igual forma, en Quercus robur, se observd mayor alargamiento de los brotes

procedentes de las secciones basales de la rama, comparados con el desarrollo de brotes
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apicales Estos resultados se atribuyen a las diferencias fisiologicas observadas entre las
yemas situadas en las distintas regiones del tallo (San Jose, 1986) Comparativamente, las
diferencias de reactividad observadas en las diferentes yemas de caoba, en orden creciente del
apice al nudo cotiledonar, podria ser el reflejo de la existencia de un gradiente hormonal
enddgeno a lo largo def eje epicotilar Sin embargo, diferentes estudios deben ser realizados
en este especie a fin de determinar los factores fisiologicos de influencia ligados al desarrollo

de yemas aisladas cultivadas in vitro

5.1.2. Forma de cultivo del explante (explante secundario)

La forma de cultivo del explante secundario también influyd en el potencial de
brotacion y la altura de los brotes, aunque ésta respuesta esta estrechamente ligada a la fuente
de explante inicial. Es asi, como, las yemas de las escamas foliares provenientes de brotes del
nudo cotiledonar con cotiledon presentan superioridad al ser cultivadas en posicién
horizontal sobre el medio de cultivo Los brotes cotiledonares se caracterizan por poseer
normalmente dos escamas foliares alternas que en muchos casos estan separadas entre si por
entrenudos largos, lo cual resulta ventajoso durante la fase de proliferacion Posiblemente la
posicidon de estas yemas representa alguna ventaja fisiologica en beneficio del desarrollo de
los brotes Cuando estos explantes son seccionados en microestacas de una yema, el tamafio
del explante taméién es determinante en la respuesta. La reduccidn en el porcentaje de
brotacién parece estar asociado a la formacion de un callo fenolizado en los extremos del

explante.

En otras especies se ha estudiado a profundidad la influencia que tiene, sobre la
morfogénesis, la orientacion de los explantes sobre el medio de cultivo (Thorpe y Kumar,
1993) y en la proliferacion de yemas axilares (Yae et al, 1987). En Hevea brasiliensis el
cultivo de los explantes en posicion horizontal y la actividad generada por la formacion de un
callo de cicatrizacion en su base parece estar asociado con un estado hidrico favorable al
desarrollo de los brotes (Jourdan ef a/, 1992). En caoba, el beneficio adquirido al cultivar los
brotes en posicion horizontal se traduce en un mayor contacto con el medio de cultivo lo que

aumenta la posibilidad de absorcion de los componentes del medio, permitiendo un mejor
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desarrollo del brote Otra ventaja de este sistema de cultivo es el tratar de modificar el
transporte basipeto de auxinas, al igual que se hace en horticultura; de manera que las yemas
puedan escapar de la dominancia apical Lardet (comunicacion personal, 1997) manifiesta que
en el cultivo in vitro, el explante nodal es liberado de la dominancia apical ya que él no esta
conectado a la yema apical; sin embargo, si el explante esta en posicion vertical, el transporte
basipeto de la auxina continla y ésta se acumula en la base provocando la formacién de un
callo. Pero si el explante estd en posicién horizontal, el transporte basipeto de la auxina es
lento y ésta se hace disponible para el alargamiento del brote. Segin este autor, la accion de
la auxina se ejerce sobre la yema en desarrollo porque su actividad es mdas bien inhibidora de
la brotacién ya que este control lo ejercen las citocininas. Si el explante estd en posicion
horizontal sobre la superficie del medio, la auxina serd mas bien favorable para el

alargamiento del brote que para la brotacion

5.2. Fase de multiplicacion.

5.2.1. Medios semi-sdlidos

En caoba se han observado respuestas diferentes segiun el uso de BAP sola o
combinada con otras citocininas. Altas concentraciones de BAP (9 uM) estimulan una mayor
formacion de brotes a partir de la yema de la escama foliar de los brotes cotiledonares; sin
embargo, los brotes producidos se caracterizan por ser de poca longitud, entrenudos cortos y
hojas mal formadas. Fl efecto de la interaccidén entre citocininas se observd cuando al
combinar 6.5 uM de BAP y 2 2 uM de 2-ip, se produce mayor nimero de brotes con alturas
que permiten continuar con la multiplicacién por presentar entrenudos mas largos, mientras
que la BAP en presencia de la kinetina produce igual namero de brotes pero de menor altura.
Segin estos resultados, la 2-ip estimula el alargamiento de los brotes, ya que producto de su
interaccién con 9 uM de BAP, siempre se obtienen los brotes de mayor altura en ambos
ciclos de multiplicacion, aunque estadisticamente estos resultados son iguales a los obtenidos
con kinetina. Comparativamente, en otras especies leflosas se ha observado mayor beneficio
con el uso de BAP sola durante la fase de multiplicacion con respecto a la interaccion con
kinetina y 2-ip o el uso de cada una de éstas por separado. Por ejemplo, en especies del

género Morus, la respuesta del cultivo de dpices y yemas axilares fue superior en presencia de
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BAP que en kinetina. Sin embargo, en estas especies al igual que en caoba, las altas
concentraciones de BAP aumentan el numero de brotes a expensas de una disminucién
significativa de su altura (Pattnatk y Chand, 1997). En Ixora coccineus la concentracién de
2.5 uM de BAP permite rhayor produccién de brotes de yemas axilares en explantes
secundarios, comparado con la misma concentracién de kinetina, 2-ip y thidiazuron
(Lakshmanan et al, 1997). En Leucaena leucocephala, concentraciones de 0.5 mg/l de BAP
son suficientes para romper la dormancia del 100% de las yemas axilares, promover su
crecifiento y producir el mayor numero de brotes, mientras que la kinetina y la 2-ip
Gnicamente promueven la brotacién del 80% y 95% respectivamente (Dhawan y Bhojwani,
1985). Aunque Goyal er al (1985), trabajando con la misma especie encontraron que la mayor
proliferacion de brotes (2.6 brotes) de yemas axilares se obtiene con 2 5 mg/l de BAP, lo cual
indica que ademas de la fuente de citocinina y la concentracion utilizada, existen otros
factores que influyen en la respuesta del explante. En Cornus florida, se obtuvo de 1.5 a 5
brotes dependiendo de la concentracion de BAP en el medio basal; sin embargo, las mejores
tasas de proliferacion y calidad de los brotes se obtuvieron con 22 y 44 uM de BAP

(Kaveriappa et af, 1997)

La actividad de los reguladores de crecimiento de la planta depende de la sensibilidad
del tejido vy de su interaccion con otros factores como la concentracion endogena o en el
medio de cultivo, pero el mecanismo por medio del cual esta interaccion controla el
desarrollo y los procesos fisiologicos de la pianta, aun son desconocidos. A ésto se debe que
la actividad de las citocininas no se ha identificado claramente, ademas se conoce la presencia
de mutantes e inhibidores que bloquean pasos metabdlicos particulares (Binns, 1994). Se
supone la existencia de un mecanismo alterno por el cual la sensibilidad de la célula puede
cambiar en respuesta a diferentes factores externos, incluyendo diferentes concentraciones del
mismo regulador de crecimiento. La afinidad de los receptores especificos (proteinas) a los
reguladores de crecimiento presentes en la célula, puede ser sometida a uno o més cambios
dependiendo de la concentracion del regulador de crecimiento en el ambiente (Minocha,

1987). Segiin Chen er al (1996), existe una correlacion positiva entre el nivel interno de
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citocininas tipo zeatina dentro del tejido y el tamafio del domo meristematico; por

consiguiente, el crecimiento del brote es regulado por el nivel de citocinina dentro de la yema

La produccién de brotes de caoba en presencia de citocininas, especificamente la
BAP, muestra la capacidad reproductiva de esta especie in vitro utilizando plantulas como
fuente de explantes. Esta capacidad aumenta dada la posibilidad de reciclaje de los explantes
primarios (yemas cotiledonares) y secundarios (yemas de la escama foliar), sumado a ésto el

incremento de los ciclos de multiplicacidn, permitira maximizar la fase de multiplicacion.

5.2.2. Medio liquido, Sistema de inmersién temporal.

El uso de medios de cultivo liquido en el sistema de inmersién temporal se realizaron
con la finalidad de observar la respuesta de caoba en este sistema, debido a que se conoce que
las tasas de multiplicacién y crecimiento pueden ser superiores por la mayor difusion de los
elementos del medio, menor mano de obra lo cual permitiria reducir los costos en una
aplicacion a gran escala y el desarrollo del brote es mas homogéneo que en medio semi-
solido Sin embargo, cuando se utilizaron frecuencias y tiempos de inmersion muy cortos, se
observo la malformacion vy vitrificacion del brote. Es probable que éstas malformaciones sean
una respuesta del.uso de frecuencias de corto tiempo, porque el explante permanece mayor
tiempo con el medio de cultivo. Muchos factores del medio de cultivo se han asociado con la
vitrificacion de plantas micropropagadas El tipo de agar y su concentracion, el potencial
hidrico y el tipo de citocinina y su concentracion pueden ser inductores de la vitrificacion
(Costa et al, 1993). Cuando se utilizaron frecuencias mas distanciadas y en menor tiempo, los
brotes presentaron mejores caracteristicas morfologicas y ausencia de vitrificacion,
posiblemente porque una de las principales ventajas del sistema RITA® es la eliminacion de
las posibilidades de hiperhidricidad del tejido (Teisson ef af, 1995). Sin embargo, para ello
debe encontrarse el uso dptimo de este sistema, el cual depende del equilibrio logrado entre
los ritmos y duracidn de inmersion, dada la posibilidad de retencion de medio por capilaridad
en la superficie de la planta v el recipiente La permanencia de una pelicula capilar de medio,
en la superficie de los tejidos, posibilita la nutricion fuera de los periodos de inmersion y el

intercambio gaseoso es favorecido con respecto a una inmersion total (Teisson ef al, 1995).
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Cuando se utilizd frecuencias de inmersion de 3 minutos cada 3 & 5 dias en aquellos
tratarmentos con 9 pM y 6 5 uM de BAP combinados con 2 2 uM de 2-ip, no se observd la
vitrificacion de los brotes. Esto posiblemente se debe a que este nitmo de inmersion permite
mantener un estado hidrico-adecuado que en combinacion con la dosis de BAP y 2-ip
suministradas favorece la formacion de los brotes. Otra de las ventajas que representa el uso
de RITA® en la micropropagacion de caoba se manifiesta en la ausencia de cailo fenolizado
en los explantes y en la formacién de hojas de buena apariencia morfologica en términos de
color, forma y consistencia, posiblemente porque los fenoles se diluyen e hidrolizan en el
medio de cultivo, no quedando estos en contacto permanente con el tejido. Ademds no se
observa la caida de las hojas, como se da en algunos casos en medios semi-solidos Esto
posiblemente tiene relacién con el intercambio gaseoso que se genera entre €l interior y el
exterior del recipiente y en consecuencia al cambio de atmésfera dentro del mismo, lo que
permite un intercambio de CO, en las hojas del brote Estas ventajas facilitan el uso de
explantes mas pequefios y también su reciclaje después de obtener los brotes, lo que
contribuye a maximizar la fase de multiplicacion. Este sistema es eficiente en otras especies
lefiosas como Coffeea arabica y C. canephora (Teisson et al, 1995), donde la
microreproduccion por estacas se realiza a partir de la induccion con citocininas de yemas
axilares de ejes ortotropicos La multiplicacion estd asegurada por subdivision sucesiva de los
rebrotes ortotropicos con fo cual, se logra un coeficiente de multiplicacion de 6 a 7 cada tres
meses. Este Optimo se ha logrado con un ritmo de inmersion de cuatre veces por dia durante
15 minutos. Asimismo, el uso de la inmersion temporal en la embriogénesis somatica de estas
especies ha mejorado la cantidad y la calidad de los embriones obtenidos, basicamente en el
tamafio de los cotiledones, lo cual permite una buena actividad fotosintética y en
consecuencia el traslado directo al invernadero (Etiene ef al, 1997b). En Hevea brasiliensis,
durante la embriogénesis somatica a partir de callo friable se logro una produccién de
embriones 15 veces méas numerosa y de calidad muy superior que en medio semi-sélido. Esta
técnica también tiene un efecto positivo en la frecuencia de germinacion de los embriones

somaticos y en el desarrollo simultianeo de la raiz y el epicotilo (Etienne ef a/, 1997).
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Los brotes obtenidos en el medio semi-solido presentaron la ventaja de un rapido
crecimiento en comparacion con los obtenidos en el medio liquido; sin embargo, en cuanto a
porcentaje y tiempo de brotacidn, ambos sistemas son similares La facilidad que presenta el
sisterna RITA® para el cambio de medio y la posibilidad de obtener brotes mejor formados
en el aspecto morfoldgico dadas las caracteristicas de ambiente fisico que presenta, es
prometedor para la micropropagacion de caoba Estudios mas detallados para mejorar la
altura de los brotes en un tiempo mas corto y el nimero de explantes que se pueden colocar
por recipiente favoreceran la aplicacién de este sistema para la obtencién de brotes multiples
de buena calidad Fstos estudios pueden ser sobre el uso de bajas concentraciones de auxinas
en combinacién con las concentraciones Optimas de citocininas encontradas en este trabajo,
ademas de frecuencias y tiempos de inmersion muy cercanos a los que mejor respondieron,

para obtener mejor altura de los brotes en corto tiempo

5.3. Fase de desarrollo

Esta fase es de gran importancia para mejorar el desarrollo de brotes como etapa
previa de acondicionamiento para la formacién de raices en brotes de caoba. Algunas veces es
muy dificil enraizar los brotes después de la multiplicacion in vitro debido a los excesos de
citocininas usados en la fase de multiplicacion o a la presencia de inhibidores endogenos La
eliminacion de estos factores puede realizarse mediante la transferencia de los brotes por a un
medio libre de hormonas por un periodo corto, antes de exponerlos a la auxina que estimulard
el enraizamiento (Krikorian, 1995} En caoba, el pasaje de los brotes por un medio de
desarrollo (WPM) durante 20 dias permitié mejorar sus caracteristicas morfolégicas,
especificamente el alargamiento del eje vy el desarrollo de hojas, las cuales presentan una
coloracién verde brillante, muy diferente a la que presenta el brote durante la fase de
multiplicacion; ademas se evitd la formacion de callo en la base de los brotes. También en
otras especies se ha demostrado que estos cambios se traducen en una mayor capacidad de
los brotes al enraizamiento in vitro. Shibata et al (1996), también observaron que durante la
micropropagacion de Crofon sublyratus el paso de los brotes por una fase de desarrollo antes
del enraizamiento, provocd el alargamiento de éstos, favoreciendo su aptitud al

enraizamiento Los otros medios evaluados durante esta fase no permitieron un buen
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desarrolio de los brotes, posiblemente por presentar reguladores de crecimiento, atn en bajas

concentraciones, especificamente citocininas.

El WPM tiene la caracteristica de clasificarse como intermedio en el contenido de
sales en comparacién con otros medios, como el medio de Driver y Kuniyuki (DKW)
utilizado en especies maderables, el cual es alto en sales. Los cambios en la composicion y
concentracion de las sales nutritivas de los medios de cultivo, ademas de influenciar su
constituciéon organica, pueden afectar las relaciones hidricas del medio (Preece, 1995). Los
resultados obtenidos pueden también ser el producto de la accion del carbon activado
presente en el medio de cultivo, el cual removio las citocininas utilizadas durante la fase de
multiplicacion. El carbon activado es adicionado al medio principalmente para absorber los
exudados no deseados; sin embargo, también podria remover algunas sustancias quimicas
esenciales del medio como auxinas, citocininas y acido abscisico Sin embargo, los resultados
varian mucho dependiendo de la especie y el tejido utilizado (Bonga y Aderkas, 1992) Por
ejemplo, Biondi et al, (1984) utilizando brotes de dlnus in vitro demostraron que el carbon

activado no favorece la eliminacion de BAP o sus metabolitos del tejido.

5.4, Fase de enraizamiento

El enraizamiento secuencial in vitro de brotes, es muy utilizado en otras especies
como Hevea brasiliensis, para aumentar la capacidad rizogénica de los mismos (Perrin ef af,
1994) Un procedimiento similar fue empleado en brotes de caoba, para mejorar la baja
aptitud de éstos al enraizamiento ex virro. Efectivamente, el enraizamiento in vitro fue
favorecido mediante la aplicacién de un choque auxinico inicial, constituido de altas
concentraciones de auxina y bajas concentraciones de citocinina por corto tiempo, seguido de
una reduccién considerable de éstos durante la fase de expresion y crecimiento de raices. El
estimulo necesario para el enraizamiento de estos brotes, fue el uso de concentraciones
elevadas de estos reguladores durante la fase de induccion, tal como fue utilizado para el
enraizamiento de microestacas de café ex vitro (Berthouly et al, 1987); contrariamente al
enraizamiento de Hevea (Perrin et al, 1994) donde se utilizaron concentraciones de ANA 'y

AIB mucho mas débiles (26.8 pM y 24.6 uM) Los altos porcentajes de enraizamiento



obtenidos, asi como también el nimero vy longitud de raices producidas, demostraron la
efectividad no solo del procedimiento de enraizamiento utilizado, sino también de la
integracion de una etapa previa de desarrollo de los brotes o fase de acondicionamiento, antes
del enraizamiento. Estudios realizados por Jourdan er al (1992) en Hevea brasiliensis
muestran que durante esta fase de acondicionamiento, tanto los tejidos del tallo como de la
corteza, se diferencian al mismo tiempo que se intensifica el proceso de lignificacién. Esto es
acompafiado de una acumulacion de almidén en la zona de diferenciacion de los primordios
radicales, por lo que se presume que éstas reservas son utilizadas durante la formacion de

raices. Bajo estas condiciones brotes de 2 cm de altura lograron enraizar en un 85%.

En gran numero de especies esta bien documentado el uso de diferentes auxinas como
inductoras del enraizamiento in vitro Las combinaciones de AIB y ANA se han utilizado para
inducir el enraizamiento de especies lefiosas como cacao, en la cual se logré un 33% de
enraizamiento con un promedio de 2 6 raices por brote (Passey y Jones, 1993), mientras que
en especies como Encalyptus y Banksia sp, sélo la presencia de AIB estimula la formacion de
raices (Niccol ef af, 1995) El hecho de pasar los brotes de un periodo de induccion corto y
fuerte en auxina, a un medio de expresidén con una reduccion en auxina casi del 10%, para
finalizar en un medio ausente de reguladores de crecimiento, con sales reducidas a la mitad y
presencia de carbén activado, ademas de un buen porcentaje de enraizamiento, permite la

formacion de una vitroplanta de caoba con caracteristicas adecuadas para su aclimatacion.

Un estudio mas profundo de las etapas de enraizamiento, especificamente en el medio
de expresion de raices, podria mejorar el porcentaje de enraizamiento 7z vitro y la calidad de
las raices formadas Sin embargo, los resultados actualmente obtenidos revelan el potencial
del proceso utilizado el cual permitid un 70% de brotes enraizados con un promedio de 2.13
raices por planta, comparado con el 50% de enraizamiento obtenido en las estacas juveniles

en vivero (Mesén ef al, 1992).
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5.5, Fase de aclimatacién.

Los primeros- ensayos de aclimatacion de vitroplantas de caoba muestran un
porcentaje de sobrevivencia del 27% para un total de 48 plantas después de 60 dias en el
invernadero Estos resultados son alentadores si los comparamos con otras especies. Por
ejemplo en Quercus robur L., de un total de 564 plantas, tinicamente el 21% sobrevivid
después de cuatro meses en invernadero (Meier-Dinkel ef af, 1993) La eliminacién de la
tapa de los tubos antes de la aclimatacion, posiblemente permitio el endurecimiento de las
plantas y en consecuencia mejord la tasa de sobrevivencia durante la aclimatacion. Se puede
pensar que esta etapa previa de endurecimiento prepara a las vitroplantas a estimular el

autotrofismo y determina los cambios en la morfologia de la hoja (Dunstan y Turner, 1984},

L4 transicion entre el ambiente in vifro, con un 100% de humedad relativa, a un
ambiente ex viro con un porcentaje de humedad menor, es un factor critico para la
sobrevivencia de las plantulas Ademis las plantulas in virro viven en un ambiente
heterotrofo, donde el medio de cultivo suple los azucares y otros nutrientes para su
desarrollo. Las hojas de éstas plantulas, a pesar de ser verdes, probablemente no\son
completamente activas para fotosintétizar, no poseen capa cerosa, ni cuticula lo que las hace

mas susceptible durante la fase de aclimatacion (Ahuja, 1993).

Una vez que las plantas son aclimatadas, su estructura morfologica cambia, las raices
no funcionales producidas in vitro no funcionales son sustituidas en el ambiente exterior por
nuevas raices, con pelos radicales que facilitan la absorcién Las nuevas hojas también sufren
una etapa de transicion para las nuevas condiciones ambientales. Aeschbacher et af {1994),
manifiestan que las raices de las plantas pueden modificar su desarrollo en respuesta al
estimulo ambiental, como son la luz, el contacto y la gravedad Como consecuencia de la
percepcion de signos externos las plantas sufren una alteracion en la regulacion de los genes
y/o de proteinas, y en consecuencia en la modificacion de los programas de division,

crecimiento y diferenciacion celular.
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6. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos durante el establecimiento de un sistema de
propagacion de caoba (Swietenia macrophylla King) a partir de microestacas in vilro se

concluye:

1. El cultivo de microestacas de plantulas de caoba germinadas in vitro, permitid establecer
un primer sistema de micropropagacion basico para apoyar los programas de
mejoramiento genético de esta especie que tienen como fin la resistencia a Hysipyla. Esta
metodologia puede ser utilizada para la clonacion con el objetivo de uniformizar

genéticamente el material experimental

2 Para la multiplicacién in vitro de yemas axilares de plantulas de caoba, la mejor fuente de
explantes primarios son las yemas cotiledonares; sin embargo, las yemas de la escama
foliar y del nudo eofilar también pueden ser utilizadas para aumentar la tasa de

multiplicacion de un mismo genotipo

Lt

- La presencia de los cotiledones en el explante de nudo cotiledonar (explante primario), es
determinante para la obtencidon de brotes con mejores caracteristicas morfologicas y

fisiologicas para iniciar el establecimiento in vitro.

4 La influencia de la edad de la plantula no constituye un factor determinante para iniciar el
cultivo primario. El aislamiento del nudo cotiledonar puede realizarse en un periocdode 2 a
6 semanas después de la siembra de la semilla, permitiendo la disminucion del ciclo de

cultivo.

5. La posibilidad de subcultivar o reciclar el nudo cotiledonar (explante primario) permite que
éste explante sea una fuente importante para la produccion de explantes secundarios,
favoreciendo la produccion de nuevos ciclos de multiplicacién, alternos a los ya

establecidos
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La orientacion del explante secundario (nudo de escama foliar) influye en el potencial de
brotacién vy la altura de los brotes. La mejor forma de cultivo del explante es en posicion

horizontal sobre la superficie del medio.

El tamafio del explante también es un factor determinante Se obtienen mejores resultados
cuando el explante de la escama foliar es cultivado como microestaca de dos yemas que en

forma de microestaca de una sola yema

. La mejor tasa de multiplicacién en medios semi-sélidos se obtiene con una combinacion de

65 uM de BAP y 22 uM de 2-ip Estos brotes presentan caracteristicas morfogénicas

adecuadas para continuar con la multiplicacion in vitro.

Para el cultivo de microestacas en medio liquido bajo el sistema de inmersién temporal
(RITA®), los tiempos de inmersién de 3 minutos cada 3 o 5 dias son los mas adecuados
para continuar los estudios de multiplicacién de caoba a partir de yemas de la escama
foliar, provenientes de brotes cotiledonares, debido a que este ritmo de inmersion permite

una mejor respuesta morfogénica en el brote.

»

10 El reciclaje del explante secundaric (yemas de la escama foliar), utilizado para la

i1

multiplicacion, es posible tanto en medios gelificados como en medios liquidos en

inmersion temporal, lo cual puede favorecer las tasas de multiplicacion

La utilizacién de una fase de desarrollo o de acondicionamiento de los brotes obtenidos
en la multiplicacion, previa al enraizamiento favorece el desarrollo de raices de la

vitroplanta de caoba

Con el enraizamiento secuencial in vitro de brotes de caoba utilizando altas
concentraciones de auxinas y bajas de citocininas por un periodo corto en la oscuridad,
permite obtener altos porcentajes de brotes enraizados, con raices de buenas

caracteristicas que permiten mayor sobrevivencia de las vitroplantas en el invernadero,
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13 La eliminacion de la tapa de los tubos 3 dias antes del traslado de las vitroplantas al
invernadero v las condiciones proporcionadas por una cimara plastica conteniendo un
sisterna de riego con agua en gotas finas, favorecen su adaptacién a condiciones normales

de invernadero.

Esta investigacion constituye uno de los trabajos pioneros en el campo de la
micropropagacion de especies forestales en el CATIE Especificamente, el interés de
desarrollar estas metodologias en Swietenia macrophylla corresponde s6lo a un pequefio
componente dentro de lo que podria ser toda una estrategia de mejoramiento que tenga como
objetivo final desarrollar un plan de manejo de la plaga Hypsipyla grandella, que permita en

consecuencia, el establecimiento de plantaciones comerciales de caoba de manera sostenible

En la Fig. 14 se propone un esquema hipotético de las posibles contribuciones de la
biotecnologia, basicamente de la micropropagacion dentro de un programa de mejoramiento
genético para caoba En primera instancia la utilidad de la micropropagacion de caoba dentro
de un esquema de mejoramiento estaria enmarcada en la produccion de clones para el
establecimiento de ensayos clonales y también como fuente de material genéticamente

uniforme para otros tipos de experimentos

Por otra parte, la estrategia de investigacion relacionada a la bisqueda de resistencia a
Hypsipyla estaria orientada hacia la obtencién de ganancia genética a partir de una ampha
base genética y no de material genéticamente uniforme En este sentido, la propagacion a
partir de semilla es perfectamente valida para el suministro de materiales utilizados en la

busqueda de genes de resistencia.



68

7. RECOMENDACIONES

Se recomienda en futuras investigaciones'

1. Estudiar la composicién quimica de los cotiledones de la semilla de caoba con el fin de

tener elementos para formular un medio de cultivo adecuado para el subcultivo de

explantes de yemas cotiledonares y asi poder aumentar el potencial de estas yemas como

fuente de explantes secundarios.

2 Realizar mas ciclos de multiplicacién utilizando las mejores combinaciones de BAP y 2-ip,

las yemas de la escama foliar y de las dos primeras eofilas del brote cotiledonar

3. Continuar investigando con el sistemna de inmersion temporal en la multiplicacion a partir
de yemas de los brotes cotiledonares, utilizando como referencia los tiempos y frecuencias
de inmersion, asi como también la combinacion y concentraciones de citocininas aqui

recomendados.

4 Estudiar la combinacién de BAP, 2-ip y el uso de minimas concentraciones de ANA para
encontrar un medio de multiplicacién que permita obtener brotes de mayor altura para

mejorar los valores obtenidos en este estudio.

5 Utilizar este método de micropropagacion con material de campo, para lo cual se pueden
utilizar como fuente de explantes injertos o estacas enraizadas en condiciones controladas

(vivero) a fin de obtener yemas mas juveniles y controlar la contaminacion (Fig. 14)

6 Este método de micropropagacion puede ser utilizado para la clonacion de material
procedente de semilla genéticamente mejorada o de arboles élites de huertos semilleros o
de cruces de alto valor combinatorio especifico, con el fin de acelerar su multiplicacion,

realizar la produccion en masa o para realizar investigaciones de conservacion in vitro.

7. Estudiar las células de aparente funcion secretora presentes en los diferentes tipos de
explantes de caoba. Hipotéticamente estas células podrian estar asociadas a la secrecion de

sustancias de mecanismos de atraccion o toxicidad para Hypsipyla
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9. APENDICE

Apéndice 1. Evaluacién de diferentes fuentes de citocininas, conmcentraciones y
combinaciones utilizadas durante la fase de multiplicacion de caoba
(Swietenia macrophylla King.) por microestacas.

MEDIOS CITOCININAS (uM/l)
BAP KINETINA 2-ip
MM, 22
MM, 45
MM; 6.5
MM, 90
MM, 22
MM 22
MM; 22 22
MM 22 22
MM, 45 22
MMy 45 22
MMy, 65 22
MM, 65 22
MM; 90 22
MM, 9.0 22
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Apéndice 2. Estudio de diferentes tiempos (minutos) y frecuencias (dias) de inmersién
en el sistema RITA® para evaluar el comportamiento de microestacas de
caoba (Swietenia macrophylla. King) durante la fase de multiplicacién.

TRATAMIENTOS INMERSION
TIEMPO (MINUTOS) FRECUENCIAS (DIAS)
1 1 1
2 1 3
3 1 5
4 3 1
5 3 3
6 3 5
7 5 1
g 5 3
9 5 5
10 10 1
11 5 6 (horas)
12 15 6 (horas)

Apéndice 3. Evaluacién de diferentes tiempos (minutos) y frecuencias (dias) de
inmersién en el sistemma RITA® durante la fase de multiplicacién de caoba
(Swietenia macrophylla. King) a partir de microestacas utilizando dos

medios diferentes de multiplicacién.

TRATAMIENTO INMERSION MEDIOS DE

TIEMPO FRECUENCIAS MULTIPLICACION
(MINUTOS) (DIAS) (Sales MS, 3% sacarosa y pH 5.7)

1 1 5 G uM de BAP

2 3 5 9 uM de BAP

3 1 5 65 uM de BAP + 2.2 uM de 2-ip

4 3 5 6 5 uM de BAP + 2.2 uM de 2-ip

5 3 3 9 uM de BAP

6 3 3 65 uM de BAP + 2.2 uM de 2-ip
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Apéndice 4. Pasos en el sistema de inmersién temporal con recipientes RITA®
utilizades en la propagacién in vitro de caoba.

Explantes y medio Hquido
en ef recipiente RITA

Reworno del medio liquido
a la seccion inferior del recipiente

Entrada de aire af
vecipiente

@ Entrada de aire

Z Valvula de control

__fL, Jrunersian de los explantes
““*V’— Fi]tl’“o

eon el medio de cultivo lquide

FUENTE: C. TEISSON & D. ALVARD. A new concept of plunt in viere culture in lil.}uid medium: Lempur.utry immersivin
Y1t iternational Congress of Plant 1lssue and Cell Culture, LAPTC, Firenze, June 12-17, 1993,




Apéndice 5. Medios de desarrollo de brotes de Caoba obtenidos en la fase de
multiplicacién. Fase de desarrollo.

Tratamientos | Sales minerales | Reguladores de | Concentracién | Concentracion
crecimiento de Sacarosa de gelificante
MD1 MS BAP y Kinetina 4% Agar 0.8%
MD2 MS BAP y AG; 4% Gelrite 0.2%
MD3 WPM - 4% Agar 0 8%
‘MD4 WPM BAP y AG: 4% Gelrite 0.2%

Apéndice 6. Medios de desarrollo y medios utilizados para el enraizamiento de los
brotes ocbtenidos en la fase de multiplicacidn.

Tratamientos

Medios de

Medios de induecion

Medios de expresion de

desarrollo de brotes de raices raices

T1 - Berthouly et al MS al 50% + 2 46 uM AIB
de + 1.34 uM de ANA

T2 3 Berthouly ef al MS al 50% + 2 46 pM AIB
de +1.34 uM de ANA

T3 ' MD1 Berthouly et al MS al 50% + 2.46 uM AIB
de + 134 uM de ANA

T4 MD?2 Berthouly et al MS al 50% + 2.46 uM AIB
de + 1.34 uM de ANA

T5 MD4 Berthouly ef af MS al 50% + 2.46 uM AIB
de+ 1.34 uM de ANA

T6 MD3 Perrin et al Perrin et af

7 MD4 Perrin ef al Perrin et al

T8 MD1 Perrin et al Perrin ef al

9 MD2 Perrin et al Perrin et al
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Apéndice 7. Composicién quimica (mg/l) de los medios de cuitivos mds los suplementos
empleados para la multiplicacién in vitro de segmentos nodales de caoba.

Sales MS WPM Perrin ef al
(1962) (1980) {1994)
Macroelementos
NHNO; 1650 400 2,5%%
KNO; 900 - %%
CaC 12 - - 1%%
CaC[g.ZHzo 440 o6 -
Ca(NOs), - - 2,5%*
C&(NO_:,)z 4H,0 - 556
MgSO, - - 0,7%*
MgSO, TH0 370 370 -
KH,PO, 170 170 -
FeSO, 7TH,0 37,3 27.8 -
Microelementos
KI 0,83 - 0,83
H:BOs; 6,2 6,2 9,28
MnSO, H,O 22,3 16,9
MnSO, 4H,0 22,3 - -
ZnS0; 7H,0 8,6 8.6 11,5
CuS0, 5H,O 0,025 250* 0,37
N&QZ\/IOO4 2H20 0,25 250* 0,24
CoCly 6H,0 0,025 - 0,24
Na:EDTA 2H,O 373 37.3 -
Constituyentes organicos -
acido nicotinico 0,5 0,5 0,46
HCl- pindoxina 0,5 0,5 0,62
HCl- tiamina 0,1 1,0 0,67
ghcina 2 - 0,37
myQ- inositol 100 100 5,40
biotina - - 0,048
pentatatonato de Ca - - 0,48
acido ascorbico - . 0,17
cloruro de coline - - 0,14
L-cisteina, HCl - - 0,46
riboflavina - - 0,37
sacarosa 30,000 30,000 80,000
Gelificantes 0,65 -0,7%
agar 0,15-0,2%
gelrite 5,7-5,8

pH

gl **uM
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Apéndice 8. Protocelo de deshidratacién, infiltracién y tincién empleado para el estudio
histologico de los diferentes eventos.

Proceso Concentracion Tiempo
Fijacion
FAA 1007101 48 horas
Deshidratacion
TB.A 50% 2 horas
TBA 70% 2 horas
TB.A 30% 1 hora
TBA 90% 1 hora
TBA 95% 1 hora
TBA 100% 2 horas
TBA 100% 2 horas
Infiitracién
resina 100 cc de resina (Technovit 12 horas a 4°C
7100 Kulser)
1 gramo de activador
Formacién de bloques 15 ml de medio de infiltracién
mas 10 ml de endurecedor Variable
Tincion
safranina 2% en alcohol al 50% 20 minutos
agua destilada - enjuague
violeta cristal 1% en agua destilada 5 minutos
agua corriente - enjuague
etanol 100% 1 minuto
fast green + aceite de clavo 1% en etanol absoluto (1:9) 5 minutos
aceite de clavo - 2 minutos
aceite de clavo - 2 minutos
aceite de clavo - 2 minutos
etanol + xileno 1:1 1.5 minutos
Xileno - 3 minutos
Xileno - 3 minutos

T.B A = alcohol butilico terciario



Apéndice 9. Anilisis estadistico utilizado en la multiplicacion in vitro de caoba

9.1. Fase de establecimiento del culiivo.
9.1.1. Determinacién de la fuente de explante

33

En la fase de establecimiento del cultivo para la determinacion de la fuente de explante

se utilizo un Disefio Completo al Azar con cuatro tratamientos (cuatro fuentes de explante) y

diez repeticiones. Las unidades experimentales fueron los frascos "Gerber", cada uno con 3

explantes.
El modelo de analisis de varianza fue:
Y=l F Tt g
donde:
Y;; = Variable aleatoria de respuesta
|1 = Media general
17; = Efecto del i-ésimo tratamiento

gy = Error experimental

Los resultados de los analisis de varianza fueron los siguientes:

Variable . F.V. gl  Cuadrado medio Valorde F Pro.>F
% de brotacion Fuente de yemas 3  1087.091667 276 005
Dias a brotacion Fuente de yemas 3 23.55833333 736 0.0006
Promedio de brotes Fuente de yemas 3 134152250 3925 0.0001
por explante
Altura promedio Fuente de yemas 3 111433508 95 .45 0.0001

de brotes.
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La prueba de Duncan realizada a una significancia del 5% presentd los siguientes resultados:

Fuente de Variacion  Variable Media Duncan
Porcentaje de brotac.  Yemas eofilares 765 B
Yemas de escama fol 932 AB
Yemas cot. con cot. 100 A
Yemas cot. sin cot 96.6 A
Dias a brotac. Yemas eofilares 112 A
Yemas de escama fol 10 4 A
Yemas cot con cot. 26 B
Yemas cot, sin cot 7.9 B
Niimero de brot /expl.  Yemas eofilares 1 C
Yemas de escama fol 1 C
Yemas cot. con cot. 1.4 B
Yemas cot. sin cot 18 A
Altura de brotes Yemas eofilares 07 D
Yemas de escama fol. 2.0 C
Yemas cot. con cot. 8.5 A
Yemas cot. sin cot 3.7 B

9.1.2. Edad de la plintula para la obtencion de brotes cotiledonares

Se realizo el anlisis de varianza con los siguientes resultados

Variable F.V. ol Cuadrado medio ValordeF Pro > F
Dias a brotacion Edad de la planta 2 07000 035 0.705
Promedio de brotes Edad de la planta 2 0405 276 0.081
por explante
Altura promedio Edad de la planta 2 1414 0.74 0.485
de brotes.

Nota- no se realizo analisis de varianza a porcentaje de brotacion debido que se obtuvo un
100% en los tres tratamientos.

Analisis de regresion’

Variable dependiente gl ~ Cuadrado medio Valor de F Pro.>F R cuadrado

N°¢ de brotes 1 0.54780 3.632 0.0670 0.1148
Altura de brotes I 1.90962 1,022 0.3207 0.0352
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9.1.3. Evaluacién de gelificantes
El analisis de varanza para las fuentes de variacion, agar, gelrite y agarosa presento

los siguientes resultados:

Variable - F.V. gl Cuadrado medio ValordeF Pro.>F
% de brotacidn Gelificantes 2 879309 382 0.036
Dias a brotacion Gelificantes 2 4 800 5.14 0.013
Promedio de brotes (Gelificantes 2 0.206 5.14 0.014

por explante

3

Altura promedio Gelificantes 0273 0.700 0.507

de brotes

La prueba de Duncan realizada a una significancia del 5% present0 los siguientes resultados;

Fuente de Variacién ~ Variable Desv. Estandar Media Duncan
Porcentaje de brotac.  Agar 10752 96.600 A
Gelrite 17.597 87250 AB
Agarosa 17.000 77333 B
Dias a brotac. Agar 0.966 9400 B
Gelrite 0.966 10.600 A
Agarosa 0966 10.600 A
Numero de brot./expi. Agar 0271 1331 A
Gelrite 0171 1.206 AB
Agarosa 0110 1.037 B
Altura de brotes Agar 0.696 1.641 A
Gelrite 0.487 1.870 A
Agarosa 0.648 1514 A

9.1.4. Cultivo sucesivo del explante primario (Explante del nudo cotiledonar)

Se realiazé una regresion con los siguientes resultados:

Variable dependiente gl Cuadrado medio Valor de F Pro. > F R cuadrado

N° de brotes 1 0014 0.03 0.878 0.015
Altura de brotes 1 0.578 6768 0121 0.772
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Variable dependiente gl Cuadrado medio Valor de F Pro >F R cuadrado

N° de brotes 1 0.421 3123 0372 0.862
Altura de brotes 1 0.364 17.302 0.168 0972

9.1.5. Forma de cultivo del explante

Los resultados del analisis de varianza fueron los siguientes:

Variable F.V. gl  Cuadrado medio ValordeF Pro. > F

% de brotacion Fuente de yemas 7 2397112319 497 0.0002
y forma de cultivo

Dias a brotacion Fuente de yemas 7 215486586 16 26 0 0001
y forma de cultivo

Promedio de Fuente de yemas 7 091878577 877 0.0001

brotes por expiante y forma de cultivo

Altura promedio Fuente de yemas 7 130899573 252 00239

de brotes, y forma de cultivo

Medias y prueba de Tukey:

FV o de br % de br Dias/bro. Dias/bro. N°brot. N° brot  Altura  Altura
Media  Tukey Media  Tukey Media  Tukey  Media  Tukey

F1 91500 AB 13500 CD 1000 BC 1314 AB
F2 55.167 C 25833 A 0.500 D 1458 AB
3 62125 BC 21.000 AB 0.704 BCD 1.356 AB
F4 83125 ABC 9 2500 D 0914 BCD 1088 B
E5 66400 ABC 12.500 CD 0630 Cb 2212 A
k6 100 A 12 200 chD 1517 A 1.737 AB
F7 79.700 ABC 17 000 BC 0797 BCD 1.364 AB
F8 100 A 13600 AB 1.192 AB 1.090 B

F = Forma de cultivo del explante secundario



92

9.2. Fase de muitiplicacion
9.2.1. Cultivos en medios sélidos
a) Establecimiento de la multiplicacion

Para esta fase los resultados del analisis de varianza fueron los siguientes:

Variable FV. gl Cuadrado medio ValordeF Pro.>F
% de brotacion Citocininas y sus 13 302372 127 0239
combinaciones
Dias a brotacion Citocininas y sus 13 8.581 431 0.0001

combinaciones

Promedio de brotes Citocininas y sus 13 0944 6.15 0.0001
por explante combinaciones
Altura promedio Citocininas y sus 13 111 433508 1.249 0.0001
de brotes combinaciones

Medias y pruebas de Bonferroni:
F V. % de br. % de br. Dias/bro Dias/bro. N°brot. Nebrot  Altura  Altura

Media Bonferr Media Bonferr Media Bonferr Media Bonferr

MM1 83.100" A 11.400 ABC 1549 BC 1850 A

MM2 96.600 A 10 600 ABC 1729 AB 1.609 BA
MM3 89.900 A 10 200 BC 1331 BC 1.644 BA
MM4 100.000 A 10000 BC 2263 A 0.831 BC
MM5 89.800 A 10.300 BC 1066 C 1.216 ABC
MM6 83 200 A 10900 ABC 1.066 C 1.301 ABC
MMY7 93200 A 10.200 BC 1368 BC 1.586 AB
MMS8 96222 A 9.667 C 1443 BC 1417 AB
MMS 93200 A 10200 BC 1.582 BC 1211 ABC
MMI10  100.000 A 11600 ABC 1462 BC 0967 BC
MM11  89.800 A 12.500 A 1.448 BC  0.880 BC
MMI12 83100 A 11.200 ABC 1554 BC 0887 BC
MMI13  86.400 A 11.800 BA 1.681 ABC 0755 C

MM14 96222 A 12.600 A 1.757 BA 0938 BC




b) Segundo ciclo de multiplicacion

Variable F.V. gl Cuadrado medioc  ValordeF  Pro.>F
Promedio de brotes Citocininas y sus 13 3020 6.72 0.0001
por explante combinaciones
Altura promedio de Citocininas y sus 13 2314 7.06 0.0001
brotes. combinaciones
Medias v pruebas de Bonferroni:

FV N° brot. N° brot Altura Altura

Media Bonferroni Media Bonferroni

MMI1 2.809 A 1057 b
MM2 1.673 BCD 1 000 D
MM3 1.937 ABC 1.164 D
MM4 2.265 AB 0831 CD
MMS5 1.000 Ch 1.740 ABCD
MM6 1.000 CD 1617 ABCD
MM7 1419 BCD 1759 ABCD
MM8 1.199 BCD 1454 BCD
MM9 1.163 BCD 1.597 ABCD
MMI10 1413 BCD 1.364 Ch
MMI11 1.708 ABCD 1183 CD
MM12 " 1467 BCD 2038 ABC
MM13 0 798 C 2 406 AB
MM14 0725 C 250 A

9.2.2. Cultivos en medios liquidos (sistema RITA®)

Con este sistema ¢l analisis de varianza presentd los siguientes resultados:

Variable

F.V.

gl Cuadrado medio Valorde F Pro. >F

Promedio de brotes

por explante

Altura promedio
de brotes.

Frecuencias y
medios de cult

Frecuencias y
medios de cult

5 0.236 3.69 0037

5 562 5.62 0.010
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La prueba de Duncan realizada a una significancia del 5% presento los siguientes resultados:

Fuente de Variacion  Variable Media Desv. Stand. Duncan
Namero de brotes 1 min C/5 dias + MM4 2.000 0 000 A
por explante 3 min. C/5 dias + MM4 1.667 0288 AB

1 min C/5 dias + MM 12 1.700 0141 AB

3 min C/5 dias + MM12 1.367 0321 B

3 min. C/5 dias + MM4 1.450 0.071 B

3 min. C/5 dias + MM12 1.200 0346 B
Altura de brotes 1 min C/5 dias + MM4 1.227 0032 A

3 min C/5 dias + MM4 0 903 0 081 ABC

1 min. C/5 dias + MM12 1.155 0.417 AB

3 min /5 dias + MM12 1.123 0085 AB

3 min. C/5 dias + MM4 0.795 0.091 BC

3 min. C/5 dias + MM12 0.610 0.191 C

Cada recipiente RITA® constituyd una repeticion, colocando tres recipientes por tratamiento

y en cada uno de ellos se colocaron 10 explantes.

9.3. Fase de enraizamiento

Para realizar el analisis de varianza se transformaron los datos mediante el proceso

SAS sqrt (+ 0 5) y los resultados se muestran en el siguiente cuadro:

Variable FV. ol  Cuadradomedio  ValordeF  Pro. >F
Promedio de raices Tratamientos 8 1.177 482 0.0001
por brote ’

Longitud promedio  Tratamientos 8 3732 6.94 0.0001

de raices por brote

Medias y prueba de Tukey de datos normales:

F V. N° raices N° raices Longitud de raices Longitud de raices
Media Tukey Media Tukey
T1 1.091 AB 3.633 A
T2 2174 A 3.890 A
T3 0.706 AB 1.613 ABC
T4 0286 B 0 800 C
T5 1278 AB 2.054 ABC
16 0778 AB 0917 BC
T7 1.364 AB 2.182 ABC
18 0.000 B 0 000 C
19 0.000 B 0 000 C
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