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RESUMEN

El peord (Erythring spp.) e una leguminosa arbbrea,
ugoda ern Cogta Rica como sombra en cafetales y cacaotales vy
comnmo cercas vivas. Es capaz de filjesr nitrvrdgeno, 1o gue
contrlibuye al medoramiento de la fertilidad del suelo.
Generalmenta se propaga por estacas, pero este método de

propagacidédn  asexual tiene varias desventajaes. Una
alternativa es 1ls utlilizacldn de la metocdologia del cultive
de tejldes. Su principal ventajs es su gran capacidad de

multipllicaclidn vegetativae a partir de un fragmento de tejido
u drgano de la plantea madre.

L. presente 1lnvestiligseldn se realizd entre Julio de
1985 ¥ agosto de 1986, en el Laboratorio de Cultivoe de

Tejlidos del CATIE, Turrialba, Costa Rica. Los obletivos
generales fueron: 1) estgblecer las mejores condlclones
parsa el cultivo 1in wvitro de dpices vegetativos y nudos
cotlledonares de diferentes especles de Erythrine: 2)

lograr, por medid de explantes, la multiplicaciédn clonel
rapida jin vitro.

Se utilizaron plantulas provenientes de semillas
germinadas asépticamente de E. poeppigiansa, E. bertercana,
E. costericensis v E. fusca. De cada pléntula se alsld el
Apice vegetative ¥ el nudo cotiledonar. En la fase de
establecimiento se usaron diferentes medios de cultivo,
fundamentszdos en el sedio basico de Murashige y Skoog {(MS).
En  cads medie se adilcelond sacarcsse al 3 por clento,
30 mg+l"" de cilsteina-HC1, agar al 0,7 por clento, 0, 1, 2 o
4 mg«l~* de &eido indelbutirico {(IBA) , ¥ 0, 4, 2, 4 o 8
mg*1r"t' de Dbencileminopurina (BAP). Se probaron todas lae
poglbles comblnaclones de concentraclones de ambos tipos de
reguladores d¢ crecimiento. En la fase de multiplicacién v
cultivo horizontal se usd el medio badsico MS més sacarosa
al 3 poy ciento, 30 mg+1l™* de cistelns H-C1, "gelrite" a1
0,15 por ciento y 1 mg+1"* de -IBA o 1 mg+1"* de BAP .

Log porcentajes de supervivenclia, oxlidacidn ¥
contaminacidn, obtenidoz del total de exXplantes cultivados
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en la fase de eslablecilmiento, varlaron con la especile de
Erythrina. Para §E,. pogppigiana se alcanzéd el menor
porecentaje de supervivencia (59 por clento), mientras que
para K. bertercana se logré el mayor porcentaje de
supervivencia (84 por ciento)d. La contaminacidn Pue causada
principalmente por microorganismos endofiticos, que no ge
eliminaron con la desinfeccién superficial del materiasl. Se
ancontrd una  contaminacién de un U por ciento en E.
poeppipiana ¥ E. costaricensis, un 9 por clento en E. fusca,

¥ un 7 por clento en E. berterocoana. Se determind que la
oxidacibn fue 1la causa més 1lmportante de la pérdida de
propagulos. Para XH. poepplgliana v E. costarilicengis la

oxlidacidén alcanzdé un 37 por ciento ¥ un 24 por ciento,
respectivamente.

No se obtuvo el crecimiento de yemas axilares miltiples

en el cultivo in vitro de Apices vegetativos de pord. La
anlce tendencla definidas que se notd, en la respuesta
morfogénica del cultivo in vitro de apices vegetativos, fue
la diferenciacidén de raices, Esta ocurrid con los

tratamientos que carecieron de BAP, incluido aquél en gque no
g2 afiadidé ningdn regulador de c¢recimiento al medio de
cultiva. Esto significa gque el nivel enddgenc de auxinas
para este género es alto,

El desarrollo de yemas cotiledonares sole occurrié en .
bertercans ¥ E. costaricensis, Los mejores tratamientos
fueron 2 o A4 mg*1l"* Ade BAP pars E. berterocans,
independientemente de la concentracién de IBA, ¥ 1 mg*l"!' de
IBA més 8 mg+*1l"! de BAP pava E. eoataricenais.

Por medic del cultive horizontal ("in vitro layering')

ge obtuvo un nlUmero adecuado de explantes para prosegulr con

la fasze de multiplicacidn. Las tasas de multiplicacilién
potencial alcanzadas fueron 2,51-10% explantes por anio para
E. poeppiziana, 6,3°10% explantes por afo para E.
berterosns, 1,3°10% explantes por efio pare E. cogtaricensis,
vy 2,710 exXplantes por afio para E. fugea. Egtas tagag

indican que el género Exythrine responde adecuadamente a la
propagacidén clonal in vitro.
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SUMMARY

Erythrina is a8 leguminous tree, used in Costa Rica as
shade in coffee and cacao plantations, and also as 1life
fance posts. It can flx nitrogen, a8 process that
contributes to the improvement of soll fertility. Generally
it is8 propagated by cuttings, but this method has several
disadvantages. Ag an alternative tissue culture methodology
can be used. Its greatest advantage ia the large capaclty
of vegetative multiplication from tissue explants or organs
of the mother plant.

The present 1nvestigation was carried cut between July
1985 and August 1986 in the Tissue Culture Laboratory of
CATIE, at Turrialba, Costa Rica. The general objectives
were: 1) to establish the best conditions for in vitro
culture of vegetative apices and cotiledonary nodes of
different species of Erythrina, 2) to achieve, by the use of
different explanta, a high c¢lonal propagation rate in vitro.

A8 material plantlets were used, derived fprom seeds
germinated under aseptic conditions, of E. poeppigiana, E.
berteroana, E. cestaricensis end E, fugca. From each
plantlet the vegetative apex was removed, the same as the
cotilledonary node. bBuring the phase of establishing the
culture different culture media were used, based on the
basal Murashige and Skoog (MS) medium. To each of these
media were added: aucrose 3 per cent, cystelne-HCl
30 mg-1—1, agar {(Difco) 0.7 per cent, indolebutyrilic acid
(IBA) O, 1, 2, or 4 mgel™', benzylaminopurine (BAP) O, 1, 2,
4 or 8 mgr1—t, All possible combinations were tried out,
regarding the concentrations of both types of growth
regulatora. During multiplication phase and in vitro
layering, the basal M8 medium was usged, with sucrose 3 per
cent, cystelne-HC1 30 mge1—%, gaelrite 0.15 per cent, IBA
1 mgr1l™' or BAP 1 mge1-'.

The percentages of sBurvival rate, orydation and
contamination of all explants during the establishment phase
varied with the gpecles of Erytheina. For E. poeppilgiana
the survival percentage was lowest (59 per cent) whereas for
E. bertercana it was highest (814 per cent). The
contamination wag caused principally by endophytic
microorganisma, which could not be eliminated with surface
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pterilizaetion of the explants. The contamination rete was i

pexr cent in E. poeppigiana and E. g¢ogtaricensis, 9 per cent
in E. fus¢a, and 7 per cent in E. bertercansa. The oxydation
wag the principal cause of loss of propagules. For E.
poepplgiana and E. costaricengis it reached 36 per cent and

2h per cent, respectively.

Ho multiple axlllary buds were obtained in vitro when
cultivating vegetative aplces of Erythrina. The only clear
tendency of morphogenic response to in vitro culture of
vegetative aplces was the differentiation of roots. This
oceurred in the treatments without BAP, including the one
without any growth regulator,. This means that the
endogenous level of auxins for this genus is rather high.

The development of cotyledonary buds only occurred in

E. bertercans and E. gostavricensia. The best treatments
were 2 or 4 mge 1" of BAP for E. beptevosna, independently

of the concentration of 1IBA, and 1 mg+1"' of IBA together
with 8 mg*1™' of BAP for E. cogtaricengics.

By in vitro lavering an adequate number of aexplants
were obtained to start +the multiplication rhasge. the
potential multiplication rate calculated were per year:
2.51x10% explants for E, poceppigiana, 6.3%x10° explants fop
E. berterocana, 1.3x10% explants for E. costaricengi and
2.7%x10° explanta for E. fuges. Thege rates indileate that

the genus Erythrins regsponds adegquately to in vitro clonel
propagation,.
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1. INTRODUCCION

La famllia de lasz leguminosgas incluye gran diversidad
de especles, tanto herbéceas como arbbdreas. Muchag de ellas

son Gatiles sl hombre debldo a sus miltiples beneficlos.

En la actualidad ha surgldo un considerable interés en

estas plantas. La crigis econdbmica mundilal pusc en
evidencia 1la necesidad de desarrollar técnilcas que
incrementen la produccidn y disminuyan los costoa. En lg
bGsgueda de soluciones se resaltd 1ls 1mportancla de

lncorporar leguminosgas fljadoras de nitrdgenc como cultivos
agoceilsdos ¢ como cultivos en rotacidn. De eata manera se

reduce la dependencla de ilnsumos externos.

Dentro de esta familis se encuentra el género
Ergthrina, ampliamente wusado en Costa Rica como sombra en
cafetales ¥y cacaotales (E. poeppigiliana ¥y E. fugca) ¥ como

cercas vives (. bertervoans ¥y E. c¢cogstaricensis). Produce

grandes cantldades de materiasa orgénica y es capaz de fijar
nitrégenco, 1o que contribuye al mejoramiento de la

foertilidad del suelo.

Generalmente ge propaga por estacas, Este método de
reproduccldén asexual es sencillo y répido. Sin embargo, la
multiplicaclién vegetativa por estacas tiene varias
desventajas: rlierden la capacldad de enraizar a medids gque

@l Arbol de orilgen es més viejo; los aArboles portadores de



astacas deben aestar lo sBufilcientemente madurcs para gue
expresen las caracteristicas deseadas; no se pueden obtener

grandes cantidades de wllas a partir de una sola planta.

Una alternativa es la utiiilzacidn de 1a metodologia del
cultive de tejidos. Su principal ventaja es su enorme v
rotenclalmente ilimitada capacidad de multiplicacién
vegetativa a partir de un fragmento de tejido u érganc de la
Planta madre. Permite, despuéa de la geleccidn de un Arbol

¢on caracteristicas deseables, que s5e propague en forma

magiva.
En el presente trabaijo, Yy de aouerdo con el
conocimiento actual sobre el tema, se propuslieron como

objetivos principales:

1) Establecer las mejores condicionés para el cultivo
in vitro de &pices vegetativos y nudos cotiledonares

de diferentes especies de Erythrina.

2) Lograr, por medlo de explantes, la multiplicacién

elonal rapida in vitro.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades

El inlcio del cultivo de tejildos vegetales se remonta a
principios del presente siglo. Heberlandt fue el primero
que intentd regenerar plantas a partir de células, A pesar
de no tener éxito, establecid las bases tedrices al asegurar
que cada célula vegetal, cualquiera gue fuera 84
especializecidn ¥y si wstaba viva y poseia nlicleo, tenia la
capacidad de produclr una planta entera (concepto de

totipoteneia) (22).

Dende entonces se han logrado notables progresos. Ezta
metodologia comprende w1 cultivo aséptico de protoplastos,
ceélules, tejidos y érganos en un medio nutritive (2%, 30).
Jde le¢ Jdewvonins explanta al fragmento o tejido excisado del

material perental para iniclar un cultivo in vitro (30).

El papel del medioc nutritivo es el de proveer las
condiciones Sptimas pera el crecimiento del explante. Eastas
condlclones estar determinsdas principalmente por factores
fislcos, tales como la concentracidn de los nutrimentos y
rezuladores de crecimiento, el pH, el estadeo del medio
{ligquido o semisélide) y le temperatura (1). No existe un
medio universal. Cada género, egpeclie o© cultivar, e,
inclusive, cada segmento proveniente de diferentes partes de
una misma planta, tienen distintos requerimientos para

cleanzar un buen crecimiento ¥ desarrolilo {1, 28),

Ve
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El cultivoe de tejldos se ha utillzado en muchas areas
de investigeclidn, En la agricultura tiene diversas
aplicacliones: obtencidn de plantas libres de virus,
hibridacidn de especies mediante fusidbn de protoplastos,

conservacldn de germoplasma, induceidn ¥y selececidn de

mutantes y multiplicacidn clonal répilda (20, 25, 32).

2.2. Propagacién <clonal in vit

De acuerdo con Kester (21), un clon esg la regeneraciéh
de un solo genotipo, representado por una planta, un éapice,

un merlistema o cualgquler fragmento vegetal.

Bz importante gque las eapeciea horticolas o forestales
tengan un tipo uniforme para asegurar altos rendimientos.
Eato se oconsigue solo 8i los propégulos son genéticamente
l1dénticoes. El cultive in vitreo se ha emplesado con éxito

para satisfacer esta necesidad (38).

En la actualidad se reconoce gue la multiplicacidn
clonal in vitro o micropropagacidn, tiene U mayor
aplicabilidad en plantas arbéreaz (21, U45). Sin embargo las
investigacliones afectuadas en este campoe <eon Arboles
troplicealies, aspacialmente aguellos de ia familia
Legumincsase, son pocas, s8i se compara con las hechas en

especlies de c¢lime templado (36, 37).

&



Lag ventajas de este método gon varias:

a- Se pueden multiplicar grandesg cantidades de plantas

en un espaclo pequefio (13, 52).

b- La propagaclén se hace en condiciones agépticasg.
Las pléantulas obtenildas esté&n libres de hongos

bacterios (13, 25).

¢~ Se puede generar un mayor nlumero de plantas en un
tiempo dado, hecho importante an el
fitomejoramliento, porque se reduce el periodo
entre la obtencidn y la difusién de un nuevo

cultivar (1, 25, B2).

d- E1 proceso pusde hacerse durante tode el afio,

independientemente de cambios estacionales (13, 25).

e~ Los cultivos solo requieren de culdados durante las

transferenclas (13).

Lbgicamente, también existen algunas desventajas que

puedan limitar su uso:

&~ Se necesita de personas héabiles para gque las

operaciones tengan éxito (13, 25).

b~ El procedimiento puede ser costoso, especilalmente si

ge compara con la propagacidn por estacas {(25).



- A pesar de gqgue la multiplicscidn es rapida, el
establecimiante aséptico ruaede requerir de uh

largo tiempo (25).

d- Las plantas obtenidas en ¢corto tilempo s8on muy
peguefias ¥ es necesario un periocdo de aclimatacion

parg poder transplantarlsas al campo (13).

e~ Por s8u estrecha base genétics, lag poblaciones
clonales son gusceptibles a cambios climéticos, a
rlagas ¥y enfermedades. Egto provoca su degeneraclén

con el paso del tiempo (6, 21).

- Be corre el riesgo de gque aparezcan varilaciones y
Que éstas ge multipliquen, egin que se note que no
aon lguales al genotlpo selecclonado (21). Este
fendémeno reclbe el nombre de varisciédn somaclonal
{30). Estas variaclones pueden originarse por
mutaciones genéticas esponténeas, por formescidén de
quimeras, por cambiog epigenéticos (variacién en la
expresidn fenotipica que se perpetta durante 1a
propagaclidn pero que no involucra cambios
permanentes en 2l genotipo) o por infecciéﬁ:

aistémlca de patdgenos, por edemplo, virus (21).

- Pé&rdidas de la capacidad morfogénica de los

axplantes, luego de muchos subcultivos (19).



2.2.1., Fages de la propagacldén clonal in vitro

Murashige (32) establecid tres pasos e} fases
fundaméntales para micropropagar eficlentemente una especle:
a) el establecimlento agéptico del c¢ultive, b)Y su
multiplicacidén ¥ ¢} el enraizamientoe ¥ preparacldn de 1la

planta para su transplante al suelo,

Debergh ¥ Maene (10) propusieron due el tratamiento y
praparacién de 1lss plantas madre deberien incluirse en una

fase aparte.

Otrae modliflcacidn hecha al procedimiente de Murashige
coneglstid en separer la Fage I1II en dog etapas: preparacldn
para el crecimiento en el ambiente (enralzamiento) v
trangferenclis de las plantulas a condiciones climaticas

normeles (aciimatacidn o endurecimiento) (13).
FASE O3 Seleceldn ¥y preparaclén de ls planta madre

El egtade fisiolégico de 1ia plants donadora de los
eXplantes influye en su capacidad morfogénica. Ademébs, debe
conslderarse la edad de la planta y gu genotipo, el tipo de
explante ¥ su tamafico, ¥y la época en gque ge obtuvo él

explante (36, 52, 54).

Eac ¥y Lee (36) mencionaron que entre més Joven sea el
tejldo de un &rbol, melor serd su creclmiente al cultivarse

in vitro. Biondi y Thorpe (3) coneluyeron que los tejidos u



Srganos provenlentea de Arboles adultos tienen un potencial

morfogéniceo limitado.

Skirvin (43) vy Zimmerman (586) reconocieron que 1las

rlantas lefiogas son difiéiles de manipular jin vitro. En
general, loa &rboles se wmultiplican lentamente, tienen
ciclos de lavencia complicados y con frecuencia se dan
formas adultas y Juveniles al mismo tienpo. De importancis
eg también su crecimiento ¥y desarrocllo enl el campo por
varios afos. Esto provoca infecclones externss e internas
con microorganismos dificlles de controlar en el medio de

cultivo.

Una vez Que se ha escogldo 1a planta madre, ésta debe
deginfectarse,. La esterilizacidn se¢ logra al sumergir el
explante en una solucidn desinfectante fuerte por un tliempo
deaterminsdo, Luego se enjuaga con  agua estéril para

eliminar loe residuos toOHxicos (13, 54).
FASE 1: istablecimiento del c¢cultive aséptico

Su principal objetive es que el explante selecclonado
ge transfilera al medio de cultive en forma aséptica Y que
inicle su desarrollo. . Se puede decir que esta fase 'se
completd si  se obtuve un nimeroe adecuado de cultivos gue
sobrevivieron sin conteminarse ¥ que inlciaron el proceso de

erecimiento (13, 54,

Ee importante considerar que la excieiédn del tejido u

6rgano del resto de la planta provoca un estado de tengilidn



gque altera su metaboelismo 2elular ¥ su balance de

reguladores de crecimiento (52).

También puede notarse a veces una coloracidn oscura en
el fragmanto vegetal ¥y en el medio, luego de la excisidn.
Esto s8e debée a la oxidacién de fenoles o polifenoles qQue se
liberan cuando los tejidos sufren heridas. El explante deja
de crecer Yy generalmente muere. Este problema se puede

soluclonar 1 los exXplantes aislados se enjuasgan en una

gsoluclén antioxidante estéril (eisteina—-HCL, dcido
agedrblco, adcido citrico, atc.), gli se sfiaden log
antioxidantes al medio de cultivo ¥ 81 Be efecthan

iniclalmente subcultivos frecuentes {(56).
FASE II: Multiplicacién

En esta fase se pretende la reproduccidn de Srganos ¥y
estructurasg que seah capacesg de diferenciar nuevas

plantulas,

El verdaderoc valor de la propagacidén c¢lonal in vitro

consiste &n la frecuencia con que pueda vrepetirse este
proceso, razén  por la cual se debe encontrar la mejor

maners de dividir ¥y subcultivar el propéagulo (54).

Krikorian (23) indicélque ls reproduccidn vegetativa in
vitro puede ﬁacerse a peartlr de c¢é&lulas, protoplastos,
dplces vegetativos, yemas axilares ¥ nudes de tallos o
ramas. En el Gltimo caso se persigue la Pormacidn de un eje

caulinar, =21 cual puede dividirse en nudog o bien c¢olocarse



en posleldn horizontal sobre medlo fresco ("in vitro
lavering®), lo que permite el desarrollo de vemas axXilares

mGltiples (13, 25, 54),.

Por otra parte, de acuerdo con las condiciones del
cultivo, puede presentarse un callo. Para lcos fines de 1la
micropropagacién debe evitargse la formacién de callo.
Existe evidencia de que las plantas obtenidas a partir de
esta masa indiferencilada de células presentan diferentes

gradog de varliaclén somaclonal (52).

FASE III: Preparaclién para el crecimienteo en amblentes
naturales

Los propégulos provenlentes de 1la fase anterior son

Pequefios ¥y  no toleran una transferencies inmedlata al suelo.

Eg todavie necasario gque las pléntulas se desarrollan y

comiencen & fotosintetizar pPara poder sobrevivir sin

ninguna fuente externa de carbohidratos (13, 54).

Al migme tilempo se estimula el crecimiento en longitud
de las yemas hasta véstagos bien diferenciadoes. Luego,

@stos se enraizan in vitro o in vive (13).

Generalmente para favorecer el enralzamiento, se
trangfleren los vAstagos primero a un medlio de cultive con
menor concentracidn de sBales. Sin embargo, en la
micropropagacién  en gran escala la diferenciaciédn del

sistema radical bajo condicliones asépticas no es rentable,

10



por 1o qgque se sustlituyd normalments por el enraizamiento en

camaras de humidificacidn (52).

FASE 1IV: Aclimatacldn © endurecimiento

La alta humedad ¥ bajs iluminancia que prevalecen
durante el cultivo in vitro provocan que la cuticula de las

hojas sea delgada ¥ que haysa poco desarrollo de log tejidos

vascularesg. Esto hace que las pléantulas producidas sean
suscepltibles a la desgecacidén cuando se tragladan a
condiciones externas. También se requeriran todsvia alguncs

<dizs para que estén aptas ¥y puedan realizar el procesoc de
fotosintesis, as decir, que se tornen completamente

autdtrofas (13, 54).

Las plantulas se transfleren primeramente a algin medio
estéril, por ejemplo arena, o arena més turba. Se colocan
en cémaras con nebulizaciédn y riego intermitente {de ser
necesario), lo que proporciona una alta humedad relativa. A
intervalos de varios dias se reduce 1la humedad relativa
paulatinamente, para que lag pléntulas se adapten a

cendiclones de menor humedad ¥y alta 1iluminancia,

Existe la posibilidad de eliminar 1la Fase Ixr1, es
decir, pasar de 1la fase de multiplicacién a la de
aclimatacidn directamente. Bl enraizamiento ¥ el

endurecimiento ocurren entonces al misme tiempo (13, ha,

sa')-



2.2.2. Importancia  de 108 reguladores de
creclmlento

El erecimiento y la morfogénesls en el cultive de

tejidos estén  controlados por la interaceidn y el balance

entre los diferentes reguladores de crecimlento presentes en

el medio. Se debe tomar an cuenta Qgque estas sustancias

pueden reacclonay de forma diferente en plantas intactas v

gn fragmentos cultivados asépticamente (13).

Los reguladores més importantes en el c¢ultivo in vitro

son lags auxinsgg ¥ lag citocininas.

Las auxinas caugan el alargasmiento c¢elular, pero
tamblén pueden eatimular la divisidn celular, es decir, son
las regponsables del aumente en tamafio ¥ volumen de los
tejldos. Ademés estimulan la formacidn ¥y crecimiento de las
rajices & inhiben el desarrollo de las yemag laterales, o
Ba&, que controlan la dominancila apical. En general, en
bajas concentraciones provocan la diferenclaciédn de rajices,

¥ en altas concentraciones inducen callos (1, U4g).

Las auxinas més empleadas son el Acido indolacético
{IAA), que es Fote y tevrmosensible, el Acido naftalendcetico
{NAA)Y, andlogo al anterior ¥ resistente a la oxidacién, el
dcido indoibutirico (IBA), que sustituye eficilentemente al
Ias  en los cultivos agépticos Y el dcido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) que es efectivo en inducir

callos, pero también mutaciones (1, 55).

12



Las citocininas se asoclan principalmente con log
procesos de divisién celular.v Promueven el crecimiento y 1la
diferenciacidn, en especlal del véstago. Parmiten 1a
proliferacldén de yemas axilares al eliminar la dominancia
apical. Estas yemas pueden separarsge y someterse a un nuevo
subcultivo {propageclidn rapida). En niveles altos causan la
proliferacién de yemas 2 inhiben el enralzamiento (1, 13,

55).

Algunas citocininas gque se emplean corrientemente son
la furfurilaminecpurina o einetina (K), le bencilaminopurina
(BAP), més efectiva y estable que 1la anterior, la 2-
lsopenteniladenine (2-iP), ¥ la zeatina. Eatas dos Gltimas
86 han utiiizado'poco‘ a veces con resultados erré&ticos, en

el cultivo de tejidos de plantas lefiomas (55).

Cuando los dos tipos de reguladores interacttan, se
induce la morfogénesis en explantes de plantas superiocres.
El balance de auxinas y eitocinines se puede expresar asi:
uns concentracldn alta de suxina, combinada con una baja de
citocinine, promueve la iniciacidén de raices; la relacilén
inversa conduce al desarrollo de yemas adventicias y
laterales: concentraciones intermedias de ambos reguiadores

estimulan el origen de callos (13, 32, 40y,

La relacién de concentracidn sSptims entre los dos tipoes
de hormonas depende de 1a especle de planta cultivada in
vitro, de las condiciones ¥ de los compuegstos usados en el

cultive, ¥y de los niveles endégenos de reguladores de los

13



tejidos en el momento de asu incubacidn, Generaslmente las
interacciones encontradas scn  complejas ¥ més de una
combinaclédn de laa dos clases de sustancias pueden producir

éptimos resultados (13, 52).
2.2.3. Trabejos de cultivo in vitro de leguminosas

arbbreas

Existen pocos engayos sobre este tema. En la mayoria
de ellos, se consigulé la propagacidn clonsal in vitro con el
desarrollo de yemas adventicias a partir de callos. En
POCOB cas0s8 82 ugsaron &rboles sdultos como plantas madre.
Rao y iee (36) afirmaron gue entre mas joven sea el tejido
exeigado, mejor seré su crecimiento al cultivarse in vitro.

Esta parcce sepr la principal razén para geleccionar

explantes que provengan de plantag jé&venes.

La Informaclédn completa de estos experimentos se resume

en el Cuadro 1.

14
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Locamlizacliédn del experimento

El ensayo s8e& reallzd en el Labopatorio de Cultivo de
Tedidos del Departamento de Produccidén Vegetal del Centro
Agronbdmico Tropical de Investigacidn vy Ensefianza (CATIE),

Turrialba, Costa Rica.

La investigaclidn se efectud durante el pericdo de Julio

de 1985 a agosto de 1086,
3.2. Materiasl vegetal

Se usaron plantulas de cuatro especies de Erythrina:
E. peoepplsiana, E. bertercana, E. costaricenpis ¥y E. fusca.
Estas pléntulas se obtuvieron de semillas germinadas

asépticamente.

Lag semillaz las suministré el Banco Latinocamericanc de

Samilias Forestales (BLEF) del CATIE (Cuadro 2).
3.3. ManelJo y desinfeccldn del material

" La desinfeccién de lJas semillas se hilzo en una campana

da flujo laminar bajo condiciones estériles.

Lasg semillas se sumergieron en etanol al 95 por clento
por dos minutos. Se enjuagaron en agua destilada estéril
por cinco minutos, seguido de una inmersién en hipoclorito

de sodic (blangueador comercial, 5,25 por ciento de NaCloO)



por 20 wminutos. Luego se hicleron cuatro lavades con agua

destlladse estéril, cada uno de cinco minutos.

Cuadro 2. FProcedencia de las gemillasn de las especles de
Erythrina usadas.

ESPECIE : No. DE LOTE PROCEDENCIA
EN BLSF (+)

E. peoeppigians 1717 Turrialba, Costa Rica
E. bertercans 1351 Tﬁrrialba. Costa Rica

2443 Zarcero, Costa Rica
£, ecostaricensis 1380 Turrlalba, Costa Rica
E. fugsca 1394 Escazi, Costa Rica

{+) Banco Latinocamericano de Semillas Forestales
3.4, Siembra de las gsemillas

Se colocaron las simientes desinfectadas en tubos de
cultiveo de 1&5x2.5 com, Que contenian alicuotas de 10 ml de
medio béasilico semisdlideo (0,7 por ciento de agar) de

Murashige y Skoog (M8, Cuadro 3). sin sacarosa.
3.5h. Obtenclén de Llos explantes

Dog o tres semanss después de sembrar las semlllas ya
8% hablan formado pléntulas adecuadas para efectuar la
.&xﬁiaién de  los explantes. La. diseccibn se realizé en la
ceEmpans da fluje laminar. Los explantes se colocaron en un
plato de Petri estéril de 18 c¢m de diémetro. La operaciétn

de digecelidn se efectud con pinzas ¥ escalpelos previamente

24



03
L7 .

Cuadro 3. Composicidn del medic de cultivo de Murashige

¥ Skoog (MS) (31).

COMPONERTES CANTIDAD
mg=*1—*
Macroelementos
P MO 1650
KNQO= 1900
CaClz. 2He=0 440
MuSOs . 7TH:0 370
K PCu 170
NanEDTA 37.3
Fal04 . TH:O 27,8
Microelementos
HxBO:x 6,2
Mn=S0a, . ltH;zO 2,3
ZnS0, . 4820 8,6
KX 0,83
NexMoOs. 2HzO 0,25
CuS0g . 5O a, 025k
CalCly . BH2O 0,025

Compuentos orgénicos

Inositol

Aclide nlcetinico
Piridoxina-iQlL
Tiamina-HCL
Glleina

@

NDOOC
o n




esterlilizados con la ayuda de un mechero de gam, De cada

Plantula se sisld el &plce vegetativo v @l nudo cotiledonar.

Lea explantes se enjuagaron en un solucién antioxidante
estéril de Acido asecédrbilico (100 mg*17"'} en combinacién con

dcido citrico (100 mg+*l17') durante 20 minutoes.

3.6. Medios de cultivo

Los medios utilizadeos se fundamentan en el medio bésico

semisdlido de Murashige y Bkoog (MS, Cuadro 3).

Para las modificacicnes de este medio badsice se
emplearon dos designacilones: (E} para los usados en la fage
de esgtablecimliento v (M) para los de la fase de

multiplicacién ¥ cultive horizontal ("in vitro 1layering")

{Cuadro 4},

L.os medios de cultivo se prepararon con una mezZeola

comercial de sales minerales del laboratorio KC Bilolog'cal

(EE.UU.).

Pera 1la preparacidn se usaron balones aforados
{volumétricos). En ellos se adiciond, aparte de lasg sales
minerzles, alicuotas de las sBoluciones madre de los

compuestos organicos del medio M8 (Cuadro 3) y de los
reguladores de crecimiento, sacarosa ¥ eisteina-HCLl. Se
mezclaron con la ayudas de un agitador magnético y se aford
al volumen deseado con agua destilads, Una vez Ilncorporados

todos los conmponentes requeridos Be ajustd el pH de los



Cusdro 4. Compoeicidn de los medios de cultivo utilizados en
la propagacién clonal jin vitro de Erythrina spp.

MEDIO BASBICO

(+

REGULADORES DE

) IBA

CRECIMIENTO (mg-1"*} (+)

BAP

Faose g

'z}
oy
{1

i
IQ
113

estasblecimiento

MS

FNPPOCENRPOENPRPORFNRLROERNDKOC

multiplicacidn

M3
MS

= O

OO EEEEFENNNNRPRRRBMOCOO

17* de cisteina-HCL.

M3
IBA:
BAP:

medic de Murashige y Skoog
Acido indolbutirico
bencilaminopurina
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maedios a 5,6 con NaOH o HC1 1N. Los medios se esteriiizaron
en un autoclave a una preglén de 1,05 kg oem™=® durante 20

minutos,

En la fase E 8e usaron tubos de cultiveo de 9,.5%x2 ¢m,
Que contenian alicuotas de 10 ml del medio respectivo
semisdlido (0,7 por clento de agar) (Cuadro 4). En esta
fase e cultivé un explante por tubo; para cada uno de losg

medlos se sembraron 25 explantes.

En la fase M se emplearon cajitas de plastico marca
Magenta (tipo GA 7) que contenian alicuotass de 50 ml del
medio MS semigdlido (0,15 por ciento de "gelrite") v
1 mg+l™* de BAP (Cuadro 4). En esta fase ge sembrd un eje
caulinar en posilcidédn horizontal por cada calita. El nGmero
de ejes caulinares cultivado varié con  la  especle de

Erythrina, ¥a que dependidé de 1la cantidad de material

vegetal disponible.
3.7. Condlciones de crecimiento

Los tubos de cultivo Iincculados 8e colocaron en una
cmara de erecimiento con fotoperiodo de 16 horas e
iluminancis de 2.000 lux a nivel de los estantes. La fuente

de luz le proporcionaron lamparas fluorescentes del tipo

G.E, Gro & Sho,

La tempervatura se ajustd = 27x2° 0,

L
e



3.8. Evaluaciédn

3.8.1. Fase de establecimiento (E)

En cada tratamiento y para cada egpecle de Erythrina se

contd:

a) nimerc de explantes supervivientes, contaminedos y

oxidados,
b) nGmero de aplces que formaron callio, eljes
caulinares, ejes caulinares con callo, elea

caulinares con raices, v ejJes caulinares con calle ¥

raices.

¢) nimeroc de yemas cotiledonares formadas por npudo

cotiledonar cultivado in vitro.

Ezta evaluaciédn se hizo cuatro semanas degpués de

sembradoes los explantes en el medio correspondiente.

3.8.2. Fase de multiplicacién ¥ cultivo horizontal
(M)

En cada especie de Erythrine sembrada en cultive

horizontal gse contéd:

2) nimero de yemasg axllares brotadas por cada eje

caulinar cultivado in vitro.

b) tiempo (en dias) transcurrido para que brotaran las

yemas axileres del eje caulinar cultivado in vitro.

29



Se separaron luego las yemas del explante original y se
sembraron en medio MS sgemiséblideo (0,15 por ciento de
“gelrite") v 1 mgel~?* de IBAl(Cuadro 4), para estimular su
crecimliento en longitud. Se determiné el tiempo {(en dias)
qQue tardaron en formar ejes caulinares con tamafio apto parsa

sembrarlos de nuevo horizontalmente.

Se calculd la tasa de multiplicsciédn potencial, para

cada especie de Erythrina investigada, con base en el

sigulente procedimiento:

Se sum6 el namero total de dias que tardaron los
explantes para completar un clele de propagacién. El nGmero
de dias de un afio (365) se divididé entre el dato anterior
para obtener el nimerc de ciclos que se puedan hacer por
afio. Con estos datos se obtuve la tasa &e multiplicacién

potencial de acuerdo con la siguiente férmula:

(a)" = taga de multiplicacién potencial

donde:

a = nUmero promadio de yemsas axllares rroducidas en el

cultivo horizontal

b = nimero de ciclos de propagaclén por afio

30



3.9. AnAliegis de los datos

Los totales de supvervivencia, contaminacién y oxidacién
obtenidos en la fase de establecimlento se expresaron en

porcentaje.

La respuesta morfogénica del cultivo in vitro de &pilces

vegetativos también se expresd en porcentaje.

Para el cultivo in vitro de nudos cotiledonares se
utilizd un disefic completamente al azar. Se hicileron
anédlislis de varianza y comparaciones de medias mediante 1a

metodologia establecida.

31



d. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Fase de establecimiento (E)

Segun varios autores (3, 7, 43) el establecimiento in

vitro de especlies arbdreas as dificill de lograr. La
obtenclién de loga explantes, a partir de plantulas

provenlentes de semillas germinadasg asépticamente, resuelve
algunos problemas, como por ejemplo 1la desinfeccidn
complicada del material vegetal y poca respuesta morfogénica

en tejldos de &rboles adultos. Bonga (5) indicé que entre

mag Joven sea la pianta, mag sencllla Beri =37
micropropagacisdn.

4,.1,.1. Supervivencila, contaminacién ¥ oxidacién

Como s8e observa en 1la Figura 1 1a supervivenclia en esta

fase, expresadsa en porcentaje, varld con la egpecie de
Erythrina, Estos datos se basan en la observacidn de los
cultivos que, luego de cuatroe semanas de 1ia inoculacidén, no

82 contaminaron u oxidaron.

Se esperd que la contaminaclén fuera minima por el
origen de log explantes. 5in embargo, se encontrd un 4 por

¢lento en E. poeppiglana y E. costaricensls, un 9 por ciento

en E. fugea ¥ un 7 por ciento en E. berteroana (Figura 1).

Esto Be debié principalmente a la presencia de
microorganismos endofiticos, en especlal bacterilios. Al
respecto, Sweet Y Bolton (46) concluyeron gue estos

patbdbgenos también estéan Presentes en semillas y por ende, en

A
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E. poeppigiana

QXIDACION (9 om)

CONTAMINAGION {7 O%)

OXIBACION (37 O%)

SUPERVIVENCW (69 O}

CONTAMONACION (4 11%)

SUPERVIVENCW (24 0%)

E.costaricensis E. fusca

QXIDACION (10 o%)

GXIDACION (24 DX}

COWTAMINACION (% O%)

CONTAMBASION (4 0%}

SUPERVIVENCIA (72 O%)

SUPERMVENCS (61 0%)

Figura 1. Supervivencia, contaminacion Yy oxidacidén, en porcentaje, obteni-
das del total de explantes cultivados en la fase de estableci~
miento de la propagacién in vitro de Erythrina Spp.



lag plantulag que de ellas surgen. También sefialaron que la
incidencia de esa8tog contesminantez cambld con los lotes de

gimientes enplesdos ¥y con l1ls duracldn del almacenamiento de

éstas.
Se encontrd que la oxidscié&n fue la causa mas
importante de la pérdida de prophgulos. Cuando egtos se

cortaron, apsasreclieron coloraciones oscuras en las Zonasg
dafiadas. Esto concuerda con lo propuegto por Bonga (4),
quien afirmé gue la oxldacidn es un impedimento para 1la

inlelacidn de un cultiveo aséptico.

Este fendmenc ocurre por la accidn de las enzimas de
log tipos polifenoloxidasas ¥y tilrosinasas gue se liberan o
sintetlzan cuando los tedidos sufren herildas. Actlan sobre
los polifenocles y la tirosina, oxidé&ndolos a quinonas que
son fitotbdxicas. Estas Bustanéias a su vez pueden
polimerizarse y afectar proteinas. De esta forma se inhibe

el erecimiento (4, 18).

Para prevenly esta situaclién se puede tratar de remover
log compuaestos fendllicos, modificar el potencial de

oxidaclén-reducceidn e inactivar las enzimas (13),

La remoecldn superflcial se hece c¢on lavados o enjusgues
da los  explantes, al efectuar subcultivos frecuentes, o al
sgpregar algin  adsorbente al medlo, como por ejemplo carbédn
activado. Se debe tener en cuenta que el carbd4n también

puede adsorber otrog componentes del medio, como reguladores

34



de crecimlients, por 1o que 8y empleo regqulere coclertos

cuidados (4, 13, 19).

La disminuecidén del potenclial redox del medio nutritivo
ae consigue con el uso de agantes reductores o
antioxidentes. Estog son, entre otros, el Aacido citrico, el

&cido ascérbico y la cisteina-HCO1L {13).

Purante ests investigaciédn se traté de controlar 1la
oxldecidén con enjuagues de los explantes en una soluclén
estérll de &cldo ascdrbico en combinacidn con acido citrico,
agregandoe  cisteina-HC1l al medio de cultive ¥  haclendo

subcultivos frecuentes. Sin embarge, para E. poeppigilanas y

E. costaricensie la oxldacldén alcanzd un 37 por cientoc y un
24 por eciento, regpectivamente, lo que reduJo de manera
conalderable la supervivencia de estas dos esgpecles en la
Yase de establecimlento. Estos resultados concuerdan con 1lo
observado por varios autores (8, 35, 39) al cultivar in
vitro fragmentos de pléntulas de Dalbergia sisgoo y Leucaena

laucocephala.
k.1.2, Cultivo de Apices vegetativos

Log resultados se muestran en los Cuadros 5 a 8.

Ls respuesta morfogénica de E. poeppigiana fue un poco
diferente a la de las otras tres especles de pord, En ellas
Gnicamente hubo diferenciacién de raices en los tratamientos
aue carecieron de BAP, mientras que en E, peeppiglana

tamblén ze manifegtd en explantes cultivados en un medio con

L
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4 mge1—2 de IBA m&es 1 mge1l™? de BAP (14 porp cienta),
2 mgel—? de IBA més 2 mgr*l™' de BAP (22 por ciento) ¥y 21
mg*17! de IBA més I mg+l-* de BAF {10 por ciento) (Figuras

2 a 5).

Cuando no se afiadid ningun regulador de crecimiento al
medio de cultivo (0 mg+1"*' de IBA ¥y de BAP) 8e formaron

rajices en K. Roeppigiana (25 por elento), E. berterocana (4l

por clento, E. costaricensis (80 por ciento) y E. fusca (63

por ciento). Esto significa que el nivel endégene de
auxinage para este género esg alto, lo gue concuerda con ilo
bpropuesto por Raven, Hvert y Curtis (40). Estos autores

mincelonaron que losg tejidos Jévenes Presentan contenidos

auxinicos elevados que promuevern, en el cultivo in vitro, la

iniciacién de raices.

Tebricamente concentraciones lguales de auxina ¥
cltocinina estimulan 1la formacién de callo. Sin embargo en
esta investigacién 1la Presencia de esta masa indiferenciada
de células Ffue comGn en todas las especies de Erythrina. y en

la mayoria de lag combinaciones de IBA ¥ BAP estudiadas.

Al respecto puede anotarse lo 1ndicado PoOr George y
Sherrington (13), quienes afirmaron que el balance auxina-
cltoeinina es complejo, Villalobos, Thorpe y Yeung (51)

explicaron gue estas Jdigparidades an el requerimiento

40



41

oubibiddaod oulIYIkig 8p soAypiabea saotdp ep GITIA al
OAlIND 18 ua ‘alpjuadiod ue Dposaldxa '$30IDJ 8P ucoIuaIgig 2 ounbiy

O

(| -bwivai

slojusaied g A

001-



slojusasrod OG-

oo

DUDOJ3{.18q DUTHIKIT ep SOAlLDLabaA sedidp ap OIfIA O
OAL4IND |2 ud ‘slpjuesiod us pposaldxs 'S33I04 8D UOIDDIDUSISNG ‘§  OUNbi4

8]

(|1-Bwival

{1 Bw) gve




alpjuaniog OG-

SISUIDLIDISEY OUIIUTAITF 8p soAljpyaban 5901dD ap OI[iA T

OAlIND 18 U ‘8lpjuddiod Ud DPDsadXs *s90IDs ap UoIDIdUBISQ b DINBIY

0

0ol

Vs {1 Buwva:




hly

‘G ounbiy

OIS} OULIUIATI ap soalpiaban $80idp ap HIJTA M
0AI4IND 18 ua *afpjusoiod us DpDsasdxs ‘S30I04 9p UOIODIOUBIB41(
0

i

({|.i bwidve 2
AN
SN .
/ :\\‘

. N S AN
N// AN
N
N

e

X
.

AN

>

e

-

aipjuasioy QG

I

On
Ve
yd
N,
™~

-

001



hormonal reflejan diferencias en los nivelea endégenos de

reguladores de crecimiento de los tejidos.

Estos resultados tamblén concuerdan con los obtenlidos

en Ceratonia siliqua (26). Al cultivar segmentos de

hipocétilos ¥y de cotilédones se desarrcllé cello en un a7
por ciento ¥y en un 100 por ciento, respectivamente. La
combinacién de reguladores de crecimiento empleados fueron
NAA (1 mg+17*) més cinetina (K) (2 mge1~*). Logs autores
concluyeron gque cada O6rgsno necesita una concentracldn
eapecifica diferente de hormonas para obtener una respuesta

morfogénica adecuada.

El principal objetivo del cultivo aséptico de Aplces
vegetativoa fue al de probar gu utilidad para la
multiplicaciédn in vitro. A pesar del gran namerc de
tratamientos probados, no se logréd la inducecién de yemas
maltiples o adventiclas. Unicamente se regenerd un tallo a
partir de un Apice vegetativo, es declr, que no se cumpliéd
el principal prequisito de esta metodologias obtener un

namero apropiado de propégulos a partir de un solo explante.

Dhawan y Bhojwanl (12) informaron de una situacisén

similar en cultivos de Leucaens leucocephalsa. Por esta

razdén, loa ejes caulineres que obtuvieron log dividieron en

nudos para inicilar la fase de multiplicacién.

Para el caso de Erythrina se prefirié el cultivo

horizontal con el Propdésito de estimular el cerecimiento y

I;B



desarerollo de lag yemas axilares ¥y asi tener un niimero
adecuado de explantesg para comenzar la fage de

multiplicacién,

Se detectd clerto comportamiento an cuanto al
crecimiento en longitud de los ejes caulinares. Para todas
las especies, aquellos tratamlentos que contenian dosis
medias de IBA y dosis bajas de BAP, produjeron tallos de
gran altura, per ejemplo, la combinacién de 2 mg+*1"! de IBA

maés 1 mg+*1"* de BAP.

La formacidén de callo en la base de loa ejes caulinsares
fue una respuestsa generalilzada, tanto para las especies de

Erythrina como para los niveles de reguladores de

cerecimiento estudiados. Varios autores (8, 16, 7y
informaron de comportamientos semejantes en Dalbergia
8issoon, Prosopils cilnersaris ¥ Ceratonia giliqua. Se cree gque

egto puaeda deberse al contacto directo de esta parte del

explante con el medio, y por lo tanto, c¢on las hormonas. De
esta forms, lasg células de esta zona del tejido responderan
a la accidn de log reguladores de crecimiento, Tamblén se

obaervd la presencla de callo & 1o largo de log ejes
caulinares, pero este fue friable y se originé a partir de

lag lenticelae de los véagtagos,

na alternativa posible fue la de transferir los callos
formados a un medio favorable para la diferenciacién de
yemas, Pero este procedimiento Be descartd por el riesgo

que significa papra la reproduccién vegetativa in wvitro.
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Como lo indied Villalobos (52) ze debe evitar la induccién
del callo por la posible obtenclén de plantas diferentes

(variecidn somaclonal).

4.1.3. Cultive de nudos cotlledonares

Al emplesy egtos fragmentos de las Plantulas se
Pretendid egtimular el crecimiento de jlae yemas
cotiledonares. Sin embargo, e8to ocurrid dnicamente para

los cultivos de E. berteroana Yy E. costaricensis.

Puesto que se evaluaron muchas combinaciones de IBA mAs
BAP, se descarté la pogibilidad de que no se incluyeran los
niveles Sptimos de reguladores de crecimiento que
rermitieran 1la diferencliacldén de estas yemas en E.
Rosrpigiana v E, Pfusca. En ellaa solamente ge congiguild la

formacidén de calloe eon la mayvoria de los tratamientos

probados.

S5e debe tomar en cuenta que la respuesta morfogénica de
un explante puede variar de una aspecie a otra, e inclusive,
dentro de un mismo clon. David (9) sugirié que esto puede
relacionarae con caracteristicas especificas de vigor.
VAsquez (50) encontrsd,  en un estudio Preliminar de
procedencias de §. poeppisziana, una msayor varisbilidad
genética dentro de ellas que entre ellasg, Este podria
aclaray, en prarte, agta desligualdad en 1la respuesta
morfogénica del cultivo de nudog cotilledonares de Erythrina,

Adends se gabe que log lotes de semillas usados ge formaron
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¢on grupos slestorizados de simientes de cada procedencia lo

que también influyd en esta varisbilidad.

De los snélisis de wvarisnza efectuados para los datos

obtenidos en E. bertercana y E. costaricensis (Cuadro 1A) se

deduce que el efecto del BAP fue més significativo que el
del IBA, en relacidédn con el nimerc de yemas cotiledonares
diferenciadas, Goyal, Bingham y Felkerp (17) irnformaron de

un caso simlilar en Leucsena leucocephala cultivada in vitro.

Se reconoce el eafecto favorable que tienen lag
cltocininas sobre el crecimiento ¥y desarrollo de yemas. En

los experimentos efectuadog ge pudo comprobar este hecho por

la respuesta positiva a1l BAP. Zaerr y Mapes {55)
manifestaron que las cltocininas en altasg concentraciones
eatimulan 1la diferenciacién de vemsasg e inhiben el

enralzamiento en el cultivo in vitro de plantas lefiosas.

En el caso de E. bertervroana, 21 considerar en el

an8lisils estadistico s86lo el IBA (Cuadro 9}, se alcanzé el
mayor nGmero promedic de yemas cotiledonares desarrolladas
euando no se afadid ests auxina al medio de cultivo. Este
namero se redujo conforme aumentd el nivel del 1BA, Aungue
estadisticamente no hubo diferencias significativas entre
nedias, es interesante destacar la tendencia establecida,

pues age sabe due las auxinas normaimente ne estimulan la

diferenciacién de yemas (o),
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Cusdro 9.
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Namero promedlio de yemas cotiledonares desarro-
1ladasg en el cultivoe in viitro de nudos cotile-
donares de E. bertercana ali considerar solo
lag concentraciocnes de IBA (mg+*1—*').

CONCENTRACION DE IBA No. PROMEDIO DE YEMAS (+)
(mg=+17%)
o 1,0323 “n?
i 0,918 <=
2 0,8750 <=>
i 0,6923 <=>

{(+) Diferencias entre promedios seguldcs por una misma letra
no difieren significativamente de acuerdo con 1a Pruebs
de Aamplitud Miltiple de Duncan al 5% de probabillidad.

Cuadro 10. Namero promedio de yemas cotiledonares desarro-
liadas en el cultivo in vitro de nudos cotiledo-
nares de E. bertercana al considerar solo las
concentracicones de BAP {(mg+171).

CONCENTRACION DE BAP Ro. PROMEDIO DE YEMAS (+)
(mg=1"1%)
4 1,1333 <=
2 1,02484 <=2
8 00,8723 <mko
o 0,8043 <=2
1 0,6136 x>

(+}) Diferencias entre promedios seguidos por una mlsma letra
no difieren signiflcativamente de acuerde con la Prueba
de Amplitud MOltiple de Duncan al 5% de probabilidsad.



En el Cuasdro 10 se anotan los promedics de yemas

cotiledonares desarrolladas en E. bertercana, cuande en el
anélisis estadistico, ge consideraron (Gnlcamente las dosis
de BAP. En estas clrcunstancias, lag cifras més altas se

obtuvieron con 2 ¥y 4 mg+«1"* de BAP.

Eate mismo comportamiento se presentd an E.
contaricengilis (Cuadros 11 y 12), pero fue mas evidente.
Nétese Que para el IBA los promedlos mayores ocurriercon con
log niveles de 1 ¥y 0 mg+*l17*, mientras que para el BAP se

dieron con los nivelez de 8 y 4 mge+1—1?,

Todos los trabajos congultados concuerdan con lo
anterior. En cultivos de nudos de Tamarindus 1indica se

logrd la diferenclacidn de yemas maltiples =81 usar 0,2

mg*l™* de K més 0,5 mg+l™! de BAP (27).

Dhawan y Bhojwani (11) informaron del crecimiento de

yemas axllares en ejes caulinares de Leucaens leucocephala

cultivados in vitro con 0,68 mg+*l"?* de BAP. Unae slituacidén
similar se presenté en Dalbergia alsgoo con 0,22 rng-kl“’l de
BAP (29).

Pavra E. berteroansa no ocurrid la interaccldn

astadisticamante aignificativa entre el IBA v el BAP

0



Cuadro 11.

Namerco promedioc de yemas cotiledonares desarro-
liadas en el cultivo in vitro de nudos cotlile-
donares de E. gostaricensgis al considerar so-
lo las concentracliones de IBA (mg=1—1),

CONCENTRACION DE IBA No. PROMEDIO DE YEMAS (+)
{mge1—1)
1 0,7458 <=>
0 0,6610 <=
4 0,421y <&
2 O, ha7h x>

(+) Diferencias entre promedios seguldos por una misma letra
no difileren significativamente de acuerdo con la Prueba
de Amplitud Maltiple de Duncan al 5% de probabilidad.

Cuadro 12.

Namero promedio de yemas cotiledonares desarro-
lladas en el cultivo in vitro de nudos cotiledo-
nares de E. costaricensis al considerar golo
las concentraciones de BAP {(mge+1—3%),

CONCENTRACION DE BAP No. PROMEDIO DE YEMAS (+)

(mge-1—-1)

8 00,9333 <=
4 0,8913 <=
2 0, U285 k>
1 0.3261. ke
0 0,244 <x>

(+) Diferencias entre Promedios seguidos por una misma letra
no difieren significativamente de acuerdo con 1la Prueba
de Amplitud Maltiple de Duncan al 5% de probabilidad.
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{Cuadro 14a}. Esto 1indlea que para estas condicilones los
factores conslderados (auxinamcitocinina} actuaron
indepandientemente. Conclusiones similares demogtrd un

engayoe de propagacidédn in vitro de Leucsaena leuvcocephala, en

el cual se utllizaron NAA ¥y BAP (17).

En la Figura 6 se representa la variascidn del nimero
promedic de vemas cotliledonares diferenciadas de E.

bertercanas. La tendencla general fue la de aumentar hasgta

un nivel que varld entre 2 y 4 mgei~' de BAP, para luego
digminulr, sin que la dosis del 1IBA influyera en eata

Iregpuesta,

El mayor namere promedio de yemas cotiledonares
diferenciadas se logrd con los tratamientos 0 mg*1~* de IBA
més 2 mg 1" de BAP, 1 mg+*1"' de IBA més U4 mg+1~* de BAP, y
2 mg*l”' de IBA més 4 mgel1~* de BAP (Figura 6). Esto
implica que el nivel o6ptimo del BAP osclld entre 2 9y 4
mgt1"* sin que dependiera del IBA, ya due se obtuvo el miemo

resultado en auszencla o en pregencia de este regulador.

El dnico efecto del IBA que se notd en este experimento
fue que la dosis més elevada, U mg*17*, produje loa menores
promedios de yemas cotiledonares diferenciadas (Figura &),
Debe anoterse que esta auxina, & altas concentraciones,

inhibe el desarrolloc de vemas (1), lo que explica esta

g8ituacién,
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Thomas y Mehta (47) informaren que en cultivos de

Ceratonia siliquga, el nivel 4&ptimo de BAP para inducir el

crecimiento de yvemas axllares fue de 2 mgr1-t
Concentracionea mayores redujeron el desarrollo y formaron

callo, Lo mismo sucedid con nudos de Leucaens leucocephala

al suplementar el medio con 0,68 mg*1l™! de BAP (11).

Para E. cogtaricensies se presentd una interaccidn

altamente significativa entre el IBA vy el BAP (Cuadro 1A).
Puede concluirse gque el efecto del BAP fue diferente para
cada concentracidn de IBA empleads. El nivel éptimo del BAP

dependld, en este caso, del nivel de IBA utilizado.

En la Figura 7 se presentan las varleciones del nimerc
promedic de vyemas cotlledonares diferenciadas de E.

gostaricensis. Pe acuerdo con la tendencia obeervada, =se

puede wonclulr gque aste comportamiento coincide con el
balance auxina-citocinina: una concentracidn baja de auxina
combinada con una alta de citoeinina promueven el

c¢recimiento de yemas (32).

Debe recalcarse el hecho de Jue, para las dosls de 0 y
1 mg*l™* de IBA, se noté un aumento en el nlimero promedio de
vemas cotliledonares diferenciadas al inerementarse la
concentracidn del BAP. Esto no sucedid con las dosis de 2 vy
4 mg+1l~* dae IBA, 1o Que implica qQue existe un nivel ceritice
entre 1 y 2 mg+i~!' de IBA, en relacién con su efecto sobre

la diferenciacién de yamag cotiladonsres (Figura 7). Lo
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snterior corroborsa de nueve la importancia del balance

auxina-citocinina ya comentadsa,

George y Sherrington (13) ¥ Villalobos (52), afirmaron
que las interacclones encontradas en estudios de reguladores
de crecimiento son compledas ¥ mas de una combilnaciédn de

ambas hormonas pueden tener resultados similares.

El mejor tratamlento fue aguel que contenia 1 mg*l—* de
IBA més 8 mge1—? de BAP (Figura 7). Upadhyaya y Chandrs
{49) obtuvieron la mayor cantidad de yemas adventicias de

Alblzis lebbeck al usar 1 mg*l-* de IAA més 5 mg*1-! de K en

el medio de cultivo. En Prosopils cineraria se dio una

situacidn similar al utilizar 0,25 mge-1—? de NAA mas 4,5

mg+i~* de K (16).

L.2. Fase de multiplicacién y cultivo horizontal (M)

Como ya ge gefald, en esta fase Be selecclond el
cultivo horizontal para egtimular el crecimiento v
desarrolle de las yemas axlilaresn, al no lograrsge la

formacién de yemas mGltiples en el cultive in wvitro de
&plces vegetativos. Los eJes caulinares usadog para este
pPropdégito 8e obtuvieron de 1la fase E, formados a partir de

un dplece vegetativo o de un nudo ccotiledonar.

En el Cuadro 13 se presenta el nimero promedio de yemas
axllares desarrolladas en el cultivo horizontal, cuando se

afiadld 1 mg*l™! de BAP al medio de cultivo,.



Cuadro 13. NGmero promedio de yemas demarrolladas en el
ceultive horizontal de ejdes caulinares de
Erythyrina spp.

ESPECIE No. PROMEDIO
DE YEMAS
E. poeppigians i0, 00
E. berterocana 7,26
E. cosgtaricensis 5,92
E. fusca 5,70

Parsa determinar el nGmero aproximado de ciclos de
propagaclidn por &fio se cobtuve el tiempo (en dias) que tardd
en desgarrollisrse una yema axilar. También se contd el
tlempo (en diss) qgque tardd una yems axilar en crecer hasta
formar un eje caulinaer, con altura adecuada para repetir el

procedimiento del cultivo horizontal (Cuadro 14).

De la informacldn presentada en el Cuadro 14, ze deduce
que un c¢iclo de propagacién pudo completarse en un tiempo

mAximo de dos meses.

En el Cuadro 15 8e anotan el nOmeroc aproximadeo de
elclos de propagacidn por afio ¥ las tasas de multiplicacisén

potancial alcanzadas pera cada especle de Erythrins.

Para que la propagacién clonal in vitro sea ventajosa
debe cobtesnerse un nGmero adecuado de propigulos originados
POY un  86lo explante. La taga de multiplicacidn potencial

permite evaluar la eficiencia de este tipo de rpreproducceidn
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Cusdroe 15. Namerc aproximado de ciclos de pPropagaclidn por
afilo ¥y tasa de multiplicaciédn potencial para
Erythrina spp.

ESPECIE No. DE CICLOS TASA DE MULTIPLICACION
POR ARO POTENCIAL (EXPLANTES
POR ARO)
E. poeppigiana 5,4 2,51+107
E. berterocana 7.9 6,30+10*
E. cogstaricensis 7.9 1,3010%
E. fusca 8,5 2,70+10"
7
agaxual. De zcuerdo con losg resultados, este valor variléd

con la especle de Eprythrina. En el caso de E. poeppigiana
la tasa fue la mAs bajJa (251.000 explantes por afio),

mientras qQue para E. berteroana fue la més alta (6, 300.000

explantes por afo).

De lo anterior se deduce que, en relacidn cton las
dem&as especiles investigadag, E. poeppiglana tuvo una
raspuesta diferente,. Sin embargo, si se compara la tasa de
multiplicacién alcanzada con otras en g£éneros

taxondmicamente afines a Erythrina, se nota que es una cifra
alevada, Varios autores (27) menciconaron la poagibilidad de

regenerar 10.000 pléntulas de Tamarindueg indica por afio.

Dhawan v Bhodwani (12) axpresaron gque para Leucaena
s2Ucocephala se pueden produciyr B80.000 plantulas por afio,

trabajcs hechos en Dalbevrgis latifolia permitieron conclulr

que ea posible obtener 100,000 explantes por afo (28),
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A pesar de esta diversidad encontrada en la tasa de

multiplicacién potencial, #e concluye Qque eg posible
efectusr la micropropagacidn en el género Erythrina. Se

debe enfatizar que las tasas calculadas representan nGmeros
tedricos, que no toman en cuenta algunog factores que puedan
afectar el éxito del cultiv; in wvitro. Entre otros
factores, la habilidad del investigador es fundamental; una
manipulacidén inadecuada durante un subcultivo provoeca 1la
contaminacidén del materisl. El ntGmero de rersonas dedilcadas
8 esta labor también influye sobre la cantlidad de exXplantes

producidos.
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T. CONCLUSIONESR

Con base en los raesultados obtenldos en a1 presente

estudio,

llevd a

14—

iy

¥ balJo lar condicliones experimentales en que ge

¢abo, se concluyd lo siguiente:

El éxito de la propagsciébn <¢lonal in vitro de
Erythrina dependié de la seleccidén adecuada del
explante. Zsto faclllitd el establecimiento de los
cultivos, que fue uno de los aépectos mé&s dificiles

de lograr, dentro de la metodologia aplicada.

Los  talidos Be manlpularon culdadosamente para
evitar la oxidacién de ellos. El efecto detrimental
de esta reaccién éobre el fragmento aislado fue
considerable, pues inhibié su crecimiento. Esta fue

1z principal causa de la pérdida de propégulos en la

fase de establecimientoc para todas las egpecles

investigades,

El  uso de pléntulas proveniertes de geemilleaesn
germinadas agépticamente no elimind el problema  de
1oz microorganismos endofitvicos, que fue
el responsable de los altos porcentajes de contami-

nacidn encontrados en este engayo.

No sa observaron tendenciss definidas en la

regpuesta morfogénics del cultive in vitre de
dpleces vegetativoa. Se pretendid estimular 1a

diferenciacién de yamas gxilarez maltiples. Sin

61



ambargo solo se consiguld un tallo a partir de un
Splce vegetativo. Esto no permitiéd 1la multiplica-

cidén vegetativa répida in vitro.

Por medio del cultivo horizontal se obtuve un némero
adecuado de explantes para Prosegulir con la fage de
multiplicacidn. De easta manera se comprobé la
utilidad de este tipo de cultivo in vitros cuando no
fue posgible inducir el crecimiento de yemas

adventicias maltiples a partir de un explante.

La diferenciaciédn de yemas cotiledonares solo
ocurrid en E. bertercana y E. costaricenais,. En

este caso se comprobd la exlstencia de un balance
entre los reguladores de craecimlento auxina-~
eltocinina, dque pudo alterarse con los niveles
enddgencs de reguladores de los telldos. Los mejores
tratamientos fueroﬁ 2 0o U mgel—s de BAP para E.

bertercana, independientemente de la concentracidn

de IBA, ¥ 1 mg-1~* de IBA mas 8 mg*1l"* de BAP para

E. ¢ostaricensis, donde el efecto del BAP sobre la

diferencliaciédn de vemas cotiledonares dependid del

nivel de IBA empleado.

Las tasas de multiplicacién potenclal indican que el
género Epythrinag regpondlid adecuadamente a Za
propagacidn e¢lonal in vitro. AdemBs permiten
evaluar sl este procedimiento se aplica o no a una

determinada plantsa.
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La heterogenelidad encontrada, €n las respuestas
morfogénicas del cultivo de apices vagetativog y de
nudosg cotiledonares de las especies de Erythrinsg,
fue apreciable. Probablemente, la variabilidad
genética de 1los materisles usados influyé en estos

resultados.

La met&dolozia de la propagacién clonal répida in
vitro permitird reproducip vegetativamente aquellos
d&rboles qQue se seleccionen por sus caracteriasticas
sobresalientes. Por esta razén, tiene importancia

& nivel comercial.
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Cuadro 1A. An&lisis de varianza para la varlable nimero de
Yemas cotlledonares desarrclladas en el culti-
vo in vitro de nudos cotliledonares de
E. bertercana ¥ E. ¢ostaricensis.

ESPECIE F.v. 2.1. CM

E. bertercans

Tratamientos 19 1,1525m7-=.
IBA 3 1,11497 =

BAP 4 1,8851%
IBAXBAP 12 0, 91L77r -

Error 2069 Q,7995

C.V. (¥) = 100,7048

E. goataricensgin

Tratamientos 19 2,5127**
IBA 3 1,6644%
BAP 4 h,6278>*
IBAXBAP iz 2,0198%*
Error 209 0, 5865

C.V. (%) = 135,9565

n.s. Diferencia no significativa
# Diferencia significativa a1 5% de probabilidad

HC Diferencla altamente glgnificativa al 1% de probabiii-
dad



Cuadro 2A. Namero total y promedlo de yemas cotiledona~
res diferencladas en el cultivo in vitreo de nu-
dos cotiledonares de E. berterocana.

TRATAMIENTO TOTAL PROMEDIO t D.E
mge1l-* IBA - mg*l—! BAP
o] v iz2 1,0000 0, 2581
e} 1 12 00,9231 0, 2480
0 2 17 1,3077 0,248¢0
¢] i 13 1,1818 00,2696
4] 8 10 o, 7692 00,2480
1 ] 13 1,0000 00,2480
1 1 2 0,1538 0, 2480
i 2 13 11,0833 00,2581
1 4 16 11,3333 0, 2581
1 8 12 1.0909 00,2696
2 0 7 ¢,5833 0,2581
2 1 & 0,6667 00,2981
2 2 4 0.8714 0, 3380
2 i 13 1,3000 G,2828
2 8 12 i, 2000 0,2828
4 \U 5 0.5556 0,2981
4 1 7 0,7778 00,2981
4 2 8 0, 8889 00,2981
& i 9 0,7500 0,2581
b 8 7 0, 5385 00,2480

Ll



Cuadro 3A. Nimero total y promedio de vyamag cotlledonares
diferenciadas en el cultivo in vitro de nudos
cotlledonares de E. costaricensis.

TRATAMIENTO TOTAL PROMEDIO + D.E.
mge*l=? IBA - mg+*1~' BAP
0 1) 2 00,1819 0, 2309
) 1 5 0,4545 g, 2309
Y 2 11 0, 9167 00,2211
0 4 6 G,U48158 ag,2124
0 8 15 1,2500 00,2211
1 0 2 00,1819 0, 2309
1 i 7 0,5833 0,2211
1 2 3 0,2500 00,2211
1 -4 11 00,9167 0,2211
1 8 21 L, 7500 06,2211
2 - 0 3 0,2727 0,2309
2 1 2 ¢,1819 0, 2309
2 2 4 0,3636 0, 2309
2 4 i1 1.,0000 00,2309
2 8 2 0, 2000 0,2422
] 0 q 0,3333 0,221
4 1 1 0, 0833 00,2211
4 2 2 00,1667 00,2211
4 13 13 1, 3000 0,2422
i a 4 0,3636 0, 2309




Cuadro 4A. NGmero de yemas diferenciadas en el cultivo ho-
rizontal de ejes caulinares de Erythrina spp.
REPETICION Erythrina Eryvthrina Erythrina Erythrina
poeppigiana berterocana costaricensis fugca
1 24 16 14 8
2 17 12 8 7
3 i0 10 7 6
4 9 9 & &
5 9 9 6 &
6 8 8 6 &
7 7 7 5 5
8 7 7 5 5
9 5 7 5 5
10 L 6 4 3
11 - 6 3 -
12 - 6 2 -
13 - 5 - -
14 - 5 - -
i5 - 5 - -
16 - 5 - -
17 - 5 - -
18 - 5 - -
19 - 5 - -
PROMEDRIO =z 106, 08 7.26%£2,92 5.92x3,03 5.7+1,34

D.E.

5



Cuadro SA. Tiempo transcurrido en dias, para qQue se degsarro-
llaran las yemas axilares en el cultivo horizontal
de ejes caulinareg de Erythrinas spp.

REPETICION Eryvthrina Erythrina Erythrina Erythrina
poeppigiana berteroans costaricensls fusca
1 35 25 29 16
2 32 25 27 14
3 31 25 27 14
4 31 25 26 13
5 30 25 26 13
6 30 25 23 13
7 30 25 23 13
8 29 20 22 13
9 29 13 21 13
10 28 i3 19 iz
11 - 13 18 -
1z - 13 18 -
13 - 13 - -
14 - 12 - -
i5 - 7 - -
16 - 7 - -
17 - 7 - -
18 - 7 - -
i9 - 7 - -
PROMEDIO = 30,5+1,96 16,16x7,63 23,25x3,77 13,4%1,07

D. EI




Cuadro 6A.

Tiempo transcurrido en dias,
Erythring spp.

provenlentes

tal, formasen ejes caulinsares.

para que las yemas de
del cultive horizon-

Erythrina

REPETICION Erythrina Erythrina Erythrina

poeppigiana herterocans costaricensis fusca

k4 42 35 30 37

2 a4z 35 28 34

3 39 35 26 33

4 39 35 25 33

5 38 27 25 28

6 37 27 22 28

7 35 27 20 27

8 35 27 18 26

9 31 27 17 25

10 28 27 17 25
PROMEDIO = 36,6x4,5 30,224,113 22,8xl4,68 29, 64,27

Dl E‘
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