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1. INTRODUCCION

En las zonas aledafias a la ciudad de Tingo Maria se han hecho numerosos
intentos por reforestar suelos degradados, pero se conoce que el nimero de
plantones forestales utilizados con este propdsito a gran escala no cubre los
requerimientos cuantitativos, son presa faciles de enfermedades o de las

inclemencias ambientales, una vez instalados en campo.

Este problema podria ser solucionado paulatinamente con la aplicacion de
métodos biotecnolégicos, especialmente del cultivo in vitro de tejidos vegetales,
el cual se fundamenta en la totipotencia de las células vegetales, sustentando
que cada célula es una unidad independiente con la informaciéon genética

necesaria para formar una nueva planta.

Esta moderna tecnologia presenta ventajas, para la produccién a gran escala
de plantulas, sobre los actuales métodos tradicionales, ademas permitira que
estos individuos asi producidos, sean resistentes a las enfermedades, plagas e
incluso a condiciones adversas deI‘ medio ambiente. Es necesario indicar que
las modernas técnicas biotecnoldgicas de cultivo ofrecen una alternativa para la

preservacion de germoplasma de diferentes especies forestales.

Cedrelinga cateniformis (Ducke) Ducke “tornillo” es una especie forestal que
pierde muy rapidamente su viabilidad por tener semilla recalcitrante, y por lo
general su propagacion tiene a menudo, entre otros problemas la disponibilidad
de semillas, el corto periodo y/o bajo poder germinativo, mala respuesta a

técnicas de propagacion por estacas; problemas que se agravan, al tratarse de
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una especie que se encuentra en vias de extincion por la alta incidencia de

explotacidon a la que es sometida por su gran valor comercial.

&l presente trabajo se centrd bajo el objetivo de determinar el medio de cultivo
épﬁmo respecto a la concentracion de reguladores de crecimiento (Citoquinina
— Auxinas, Inositol — Agua de coco) y la obtencidn de callos diferenciados o
plantulas a partir de yemas de Cedrelinga cateniformis (}Ducke) Ducke “tornillo”,
enunciandose como hipoétesis la vpo.sibilidad de producir plantulas de esta

especie a partir de yemas terminales.



. REVISION DE LITERATURA

A. Generalidades de Cedrelinga cateniformis (Ducke) Ducke “tornillo”
1. Posicion taxonémica
Division : MAGNOLIOPHYTA
Clase : MAGNOLIOPSIDA (Dicotileddneas)
Sub - clase : Rosidae
Orden ) Fabales
Familia : Minosaceae
Especie : Cedrelinga cateniformis (Ducke) Ducke

(Cronquist citado por Jones ,1987)
2. Conservacion

Los estudios de conservacion de las semillas realizadas por el
proyecto INIAA — JICA (1991), determinaron que las semillas de
Cedrelinga cateniformis (Ducke) Ducke “tornillo” a prueba durante
un periodo de 120 dias a 25° C, dejaron de germinar después de
20 dias, a 5° C, dejaron de germinar después de 46 dias y a

temperatura ambiente después de 60 dias.

Después de los 80 dias de almacenamiento, no hubo germinacién
a ninguna temperatura; las semillas de esta especie tienen una
vida muy corta cuando ya estan invadidas por hongos al tiempo

.y \ .
de la recoleccidn, por lo tanto se pudren en el almacenamiento.
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Aspectos generales sobre cultivo de tejidos

Winton (Vargas, 1982), define que el cultivo aséptico de células, tejidos y

- organos vegetales intactos en condiciones de laboratorio, con el fin

primordial de inducir la formacién de érganos o partes faltantes para
completar un individuo normal. La técnica se basa fundamentalmente en
el principio de la "totipotencia”, que establece que cualquier célula
somatica joven o en proceso de diferenciacion tiene‘ una alta capacidad
de potencialidad para regenerar una planta completa si se coloca en

condiciones adecuadas.

Los primeros intentos de la aplicacién de esta técnica en la propagacion
de especies forestales lefiosas datan de 1934 en trabajos realizados por
Gautheret con poco éxito (Haissig citado por Vargas, 1982); el mayor
impulso en este campo se ha obtenido a partir de los resultados
generados en los Ultimos 10 afios (Sommer citado por Vargas, 1982;

Bonga, 1986; Wilkins y Dodds, 1985).

Las caracteristicas principales de la técnica (Bonga, 1986; Pierik, 1990),

son las siguientes:

Empleo de explantes o propagulos vegetativos de dimensiones
pequeias. El tamafio promedio de los tejidos proporciones utilizadas
es menor de 1cm.; esto permite tener una gran cantidad de

propagulos de un mismo individuo.

Asepsia completa del material biolégico, medio de cultivo
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herramientas y procedimientos, es indispensable que el cultivo de
tejidos se haga en un ambiente totalmente estéril con el fin de evitar
los hongos, bacterias y otros patdgenos que puedan destruir los

explantes.

Medio de cultivo mas o menos complejo. Para el buen
establecimiento del cultivo de tejido es necesario utilizar un medio de
cultivo nutritivo compuesto por una mezcla de macronufrientes y
micronutrientes, vitaminas, reguladores de crecimiento, fuentes de

energia, azlcar y substrato de soporte (agar).

Control riguroso de las condiciones ambientales de cultivo; hacer el
control mas estricto de los factores ambientales que influyen sobre el
potencial morfogenético, (luz, fotoperiodo, temperatura vy

termoperiodo) permite que este se manifieste en menor grado.

Asimismo menciona. que estas caracteristicas del cultivo de tejidos le
proporcionan las ventajas principales q‘ue tiene dicha técnica sobre los
métodos de propagacion vegetativa tradicionales en cuanto a la
posibilidad de lograr resultados satisfactorios en un mayor nimero de

especies dificiles de multiplicar. | .

Roca (1982) manifiesta, que en los afos 60, el desarrollo de
procedimientos para manipular y mantener plantas en cultivo aséptico

recibié un gran impulso, gracias al descubrimiento de la capacidad que

. tienen los brotes y meristemas de orquidea Cymbidum sp. cortados

apropiadamente y sembrados en cultivos asépticos para producir



14
protuberancias que asemejan protocormos normales capaces de crecer
y desarrollarse en plantulas, este método es bueno para obtener una
rapida multiplicacion clonal, y es aplicado a una gran variedad de

especies, desde las herbaceas hasta las lefiosas.
El cultivo de meristemas.
1. Desarrollo historico

Kotte vy Robbins (1922), trabajando independientemente,
observaron el crecimiento de apices de raices en soluciones
minerales suplementarias con azucares, aspargina y peptona.
Posteriormente White (1943), cultivo con éxito raices de tomate
infectado con TMV, disecto las mismas en regiones definidas e
hizo inoculaciones en plantas hospederas, observando que la
concentracion de virus en la region terminal fue mas baja que en
la regidon basal de la raiz e incluso establecidé que no existian
evidencias de la presencia del virus en el apice radicular.
Limasset y Cornuet (1949), extrapolando los resultados anteriores
al apice caulinar, observaron, en efecto, que la concentracion
relativa de virus disminuia acropetalmente hacia el meristema
apical. Esto condujo a Morel y Martin (1952), a postular la
posibilidad de aislar el meristema apical de una planta infectada
de virus y obtener una planta sana y que sea ademas
genéticamente idéntica a esta. La primera confirmacién practica

de esta hipodtesis fue lograda por estos mismos autores trabajando
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en Dalia y Papa. Desde entonces, numerosos investigadores
vienen utilizando la técnica en el saneamiento clonal de

numerosas especie cultivadas.
Organizacion del meristema apical

El meristema apical del tallo, al igual que de la raiz, el cual es en
realidad subapical, constituyen ontogénicamente los tejidos
meristematicos primarios, que en conjunto determinan el
crecimiento de longitud de los tallos y raices. El meristema apical
esta conformado por una cupula diminuta, brillante, de color
blanco - cremoso a blanco verdoso, de 0.1 a 0.3 mm de diametro
y O._25 mm. De altufa, que ha sido denominada domo apical; esta
region esta a su vez acompafiada por dos pequenas estructuras
foliares denominadas primordios foliares, protuberancias foliares o

esbozos foliares.
Factores que influyen en el cultivo de meristemas

Los factores estudiados que influye en el cultivo de meristemas,
en la bibliografia se refieren a especies no lefiosas, pero por

generalidad pueden influenciar en lefiosas.
a. Tipo de virus.

En general los viroides y estructuras relacionadas son de
mas dificil erradicacion que los virus y entre otros, algunos

son de mas facil erradicacion.
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Tamaiio del explante.

De manera general, a mayor tamafio del meristema la
probabilidad de prendimiento es mayor, pero es menor la
probabilidad de erradicacion de virus; por el contrario a
menor tamafo del meristema la probabilidad de
prendimiento es menor, pero es mayor la probabilidad de
prendimiento es menor, pero también es mayor la

probabilidad de erradicacion.
Tipo del explante.

Tanto las yemas apicales o terminales como las yemas
axilares o laterales constituyen fuentes de meristemas; sin
embargo, algunas observaciones parecen demostrar que
los meristemas procedentes de yemas apicales tienen
mayor probabilidad de prendimiento que los aislados de
yemas laterales. Es posible que por efecto de la
dominancia apical ocurra una mayor’ concentracion
endogena de auxinas en la yema apical en relacién a la

yema axilar.
pH.

El pH usualmente ajustado en el medio de cultivo es de 5.8
- + 0.1 y es conocido que este puede ser alterado durante

el autoclavado y durante el proceso de cultivo, sea por la
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absorcion de nutrientes por el explante como por la

eliminacion de sustancias metabdlicas.
e. Consistencia del medio de cultivo.

Aun cuando en la mayoria de los casos los meristemas son
cultivados en medio de cultivo con agar (0.6 — 0.8 %),
existen algunos reportes donde un mejor crecimiento de
meristema ha sido alcanzado en medio liquido, con
soportes de papel filtro. Pero sin duda que los modernos
tipos de agar disponibles, como el phytagel, gelita y la
misma agarosa, constituyen mejores substratos, para el
cultivo de mefistemas, que el agar tradicionalmente

utilizado.
Fundamentos del cultivo de meristemas

La distribucidon irregular de los virus en la planta, disminuyendo
progresivamente su concentraciéon hacia el meristema apical, es
sin duda la primera condicién que fundamenta el cultivo de
meristemas. La escasa o nula concentracién de virus en esta

region ha sido explicada con diversas hipotesis :

(i) Una de ellas se refiere a que el meristema apical del tallos es
sitio de biosintesis de auxinas, una hormona inhibidora de la
multiplicacion viral. El uso del 2,4-D una auxina sintética, como

sustancia quimioterapéutica refuerza esta aseveracion.
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(i) También se ha hipotizado que la carencia de tejido vascular en
el meristema impide la diseminacion rapida de los virus entre sus
células, y aun cuando los virus podrian desplazarse a través de

las conexiones plasmodésmicas, esta se realizaria lentamente.

(iii) Asimismo, como un complemento a esta segunda hipotesis,
sea observado que las células meristematicas se dividen a una
mayor velocidad que la muitiplicacion de las particulas virales, o

que practicamente le haria inalcanzables por aquellos.
Regeneracion de plantas sanas en cultivo de callos.

En un callo infectado por virus, posible la ocurrencia de las células
sanas de las cuales pueden regenerarse plantas sanas. la
observacion de Omura y Waquimoto (1978), de que callos
desorganizados vy friables de tabaco exhibian bajas
concentraciones de virus, que en cierta forma ejemplifica lo
aseverado, podia explicarse a la luz de la hipétesis de la

desorganizacion celular postulada por Quak (1977).

Aspectos generales sobre el cultivo “in vitro” de lefiosas

En el transcurso de las dos ultimas décadas, manifiesta Vargas (1982),

el cultivo de tejidos “in vifro” se ha convertido en una herramienta

apropiada en la propagacion asexual de infinidad de especies herbaceas

de valor econémico.

Estos hechos han originado que en la actualidad exista un gran interés
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en el cultivo de tejidos como medio complementario o alternativo de
propagacion de especies forestales lefiosas, y én particular de aquellas
que tienen problemas en su propagacion por los meétodos

convencionales (Vargas, 1982).

Las técnicas de cultivo de tejidos se encuentran en un estado mas
temprano de desarrollo que las de proporcion tradicional. Por esta razén
aln es dificil alcanzar una produccion confiable, rutinaria y en la escala
apropiada. Los costos de produccién son altos y los propagulos todavia
se encuentran en el inicio de las evaluaciones de campo (Villalobos et

al., 1983).

A pesar de esto, la aplicacién de técnicas de cultivo de tejidos de
especies lefiosas, ofrecen una alternativa valiosa para la propagacion de
arboles élite, asi como un modelo experimental, para estudios

fisiologicos (Villalobos, 1984).

Debe tenerse en cuenta que el material de investigacién en estos casos
proviene del campo de los cultivos, de condiciones ambientales, de

nutricién y sanidad no controladas (Castillo, 1992)

Probablemente una de las causas por las cuales hasta la fecha la
propagacion in vifro de especies lefiosas no haya tenido aplicaciéon
comercial a gran escala es debido a que los porcentajes de
enrraizamiento son bajos, aun cuando existen especies que enraizan
faciimente. Las mayores dificultades que se presentan en las fases de

enrraizamiento, sobre todo cuando las plantas provienen de explantes
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maduros;' lo mismo ocurre para la fase de adaptacion primaria de
explantes en medios de cultivos debido a la existencia de grandes
cantidades de compuestos polifendlicos inhibidores de crecimiento y

diferenciacion.

Nemeth (1981), publico el uso de diferentes tipos y concentraciones de
auxinas y encontré que si bien existen respuestas diferencial a las
mismas, la respuesta depende de la especie y dentro de la especie,
ademas fue evidente que al utilizar concentraciones de 2 a 3 mg/L se
estimula el desarrollo de callo y se limita la formacion de raices, por lo
que se recomienda utilizar dosis inferiores a 0.5 mg/L. Por otra parte,
'existe respuesta diferencial al tipo de auxina dando mejores resultados
al AIB, sin embargo, en algunos casos como en los citricos, hay

respuesta con ANA.

Zimmerman y Brome (1981), encontraron que el enrraizamiento se
puede lograr en un medio sélido o liquido. Observaron que los mayores

resultados se tienen en un medio liquido.

Villegas y Castillo (1982), utilizaron medio sélido y liquido con soportes
de papel; los resultados de este trabajo demostraron que en un medio
solido existe un desarrollo excesivo de callo y 40% de enrraizamiento, y
al emplear medio liquido con soportes de papel, el porcentaje aumenta

al 80% vy se reduce el desarrolio de callo. -

Muchos autores coinciden en mencionar que al utilizar medio liquido, se

incrementa el enrraizamiento por encontrarse los elementos mas
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facilmente disponibles, ademas que el agar puede crear una presion de

turgencia critica que provoca una situacion de agobi6 a las células.

Sriskandarajah y Mullins (1981) , indica que debido a que la sacarosa es
la fuente de energia en tejidos de cultivo in vitro, es esencial para la
formacién de raices, asi se han empleado diferentes tipos (sorbitol,
glucosa, fructuosa) a concentraciones de 10 a 70 g/L. encontrandose
para el caso de manzano que la mayor respuesta se tiene al utilizar 25%
de sorbitol y 75% de sacarosa. Se ha observado también que

concentraciones superiores a 20 g/L limitan el enrraizamiento.

El rol que cumple la biotecnologia y en especial el cultivo in vitro es
importante en el mejoramiento de los cultivos, pero sélo constituye una
herramienta que ayuda a suplir algunos problemas dificiles de superar

usando técnicas convencionales (Castillo y Dualle, 1992).

Segun Roca (1982) por ejemplo, se puede hacer uso del cultivo in vitro

de tejidos vegetales:

Cuando se necesita una alta y rapida tasa de multiplicacion

vegetativa.
Cuando se requiere réplicas de material clonal élite.

Para obtener e intercambiar germoplasma promisorio libre de

patégenos e insectos:

Para la obtencion de haploides y diploides homocigotas en corto
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tiempo (cultivo de anteras).

Para la obtencion de hibridos interespecificos e . intergenéricos

(cultivo de embriones).

Para facilitar la insercién de genes valiosos a genes comerciales

(ingenieria genética).

Para la creacién de nuevas variantes (variantes somaclonales) e

hibridos e hibridos somaticos (fusion de protoplastos).

Para facilitar la inducciébn de mutantes fisicos y quimicos

(mutagénesis in vitro).

Para la produccién de semilla artificial (embriogénesis somatica).

‘Todas estas modalidades se pueden resumir en dos tipos de cultivo:

a) Cultivo para la conservacion del estado diferenciado y continuacién

del desarrollo (cultivo de meristemas, yemas, 6rganos y embriones).

b) Cultivo para modificar el estado de diferenciacién (cultivo de callos,

células en suspensidn, anteras y protoplastos).

Rahman et al, (1993), manifiesta que en Caesalpinea pulcherrima la
mejor respuesta de produccién de brotes ocurre cuando ANA es utilizado
en combinacic}n con BAP o Kinetina y el maximo enrraizamiento ocurre
en AlA en combinacion con BAP o Kinetina. El medio que contiéhe BAP

mas ANA produce el maximo nimero de brotes, mientras que Kinetina
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mas AIA produce el maximo nimero de raices por explante. El
porcentaje de enrraizamiento es del 65% en 3 semanas, la induccion de
raices con AIA también ha sido reportado en otros arboles leguminosos
como Albizzia lebbeck. Un buen niimero de tallos se obtienen mediante
subcultivos recurrentes, con una tasa promedio de multiplicacion de 5

veces.

Thorpe (1978), menciona que es comun elevar la concentracion de
citocininas, con lo que se logra un aumento en el nimero de los brotes

debido a que se estimula su desarrollo.

Vieitez y Vieitez (1980), al utilizar BAP en concentraciones de 0.5 — 1.0
mg/L., encontraron que se promueve fa formacion de brotes axilares (10
a 20), mientras que al emplear zeatina se producen brotes mas
vigorosos pero en numero reducido (2 a 4). A altas concentraciones de
BA (10 mg) estimulan la proliferacion de brotes, resultando en una

‘excesiva formacion de brotes, y concentraciones bajas (0.1 mg) se

forman pocos brotes axilares.

Importancia del cultivo “in vitro”

El largo periodo de la vida de un arbol en una sola generacion diﬁcult:':l
desarrollar programas de méjoramiento genético, ya que solo se puede
realizar seleccién ~de genotipos deseables en una poblacién de
individuos que estén en produccion, especialmente aquellos que pueden
ser el resultado de hibridaciones naturales. La micropropagacion de

especies forestales se pone de manifiesto con las ventajas que ésta
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proporciona, entre las que se incluyen las siguientes:

Relativa rapidez de propagacion que permite reducir hasta un 75% el

tiempo necesario para obtener plantulas mejoradas.

Obtener millones de ejemplares por propagacién clonal a partir de

plantulas madres seleccionadas por su constitucion genética.

Eliminacion de enfermedades, especialmente virales, por medio de
termoterapia, usando antisueros o por el método de “micro —

Injertacion”, tal como se esta haciendo ultimamente con los citricos.

Propagar a partir de hibridaciones ajustadas en un programa de
mejoramiento que permitiria conservar la informaciéon genética y por

lo tanto el vigor del hibrido.
Cultivo in vitro de Cedrelinga cateniformis (Ducke) Ducke “tornillo”

Respecto a este acapite solo existe un antecedente de Salinas (1995),
quien reporta la formacion de callos de explantes de Cedrelinga

cateniformis (Ducke) Ducke “tornillo”, luego de tratamientos de

desinfeccion quimica. -



. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion y Muestras en Estudio.

| La presente investigacion se desarrollé en el Gabinete de Biotecnologia
de la Facultad de Recursos Naturales Renovables — Universidad
Nacional Agraria de la Selva. Provincia de Leoncio Prado, Departamento
de Huanuco, Region Andrés Avelino Caceres, a una altitud de 670
m.s.n.m. con _condiciones de temperétura anual de 23° C, con

precipitacion anual de 3 200 mm y humedad relativa de 82%.
Materiales y Equipo.
1. Material vegetal.

El material vegetal estuvo constituido por plantones de Cedrelinga
cateniformis (Ducke) Ducke “tornillo”, provinieron del Bosque
Reservado de la Universidad Nacional Agraria de la Selva
(BRUNAS) Tingo Maria, con coordenadas geograficas de 09° 18’
43. 1” latitud sur, y 75°59' 24", en buen estado fitosanitario, de 7 —

9 meses de edad.

Para contar con material en forma permanente fue necesario
realizar repique de regeneracion natural en bolsas de polietileno
en el vivero forestal de la Facultad de Recursos Naturales
Renovables, continuandose con la seleccidon de los mejores

descartando los que presentaban algin dafio tisular.
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Equipos.
e Camara de flujo laminar

o Camara de incubacion (condiciones controladas; temperatura

de 24°C, y fotoperiodo de 16 horas luz / 8 oscuridad)
e Balanza analitica, Baush & Lomb
e Agitador (“shaker”)
o Estereoscopio
e Autoclave, Clinical American
o Destilador de agua, L-MON
¢ Refrigerador, MORAVECO
e Potencidémetro

e Camara fotografica

Medios de Cultivo.

e Medio basico Murashigue y Skoog (1962) modificado (Sigma
Lab.)

e Agar Citogel (Sigma Lab.)
e Sacarosa

o \Vitaminas MS
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Material de Vidrio.

Frascos ambar para soluciones de stock

¢ Pipetas volumétricas de 10 cc, 5ccy 1 cc.

e Placas petri de 90mm de diametro 1(20 x 100mm)
 Probetas de 1000 ccy 50 cc de capacidad

e Matraces de 1000 cc y 100 cc de capacidad

. Vésos de precipitacion de 1000 cc y 100cc de capacidad.
e Mechero de alcohol

o Tubos de prueba de 150mm x 15 mm.

Materiales de desinfeccion.

Hojas Bisturi (hojas de diseccién)

e [Estiletes

¢ Pinzas

¢ Mangos de bisturis

e Tijeras

Material de loza.

e Fuentes.
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Reactivos.

e Acido clorhidrico (q.p., Merck)
e Hidroxido de sodio (q.‘p. Merck)
o Alcohol 96% (Riedel Lab.)

Desinfectantes.

Alcohol 96% (Riedel Lab.)

Benlate 2 %

Detergentes, jabon.

NaOCI (hipoclorito de sodio)

Otros.

Cinta plastica
° | Papel aluminio
e Plumones

e Mandil

° :‘Mascarillas

° "_‘Guantes

e FEtiquetas
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Metodologia.

1.

Preparacion de explante (Yemas)

Se obtuvieron yemas a?'r/lar/es y apicales de los plantones de
Cedrelinga cateniformis (Ducke) Ducke “tornilio” de una edad
aproximada de 7 - 9 meses, éstas fueron aisladas
convenientemente minutos antes de iniciar el trabajo en el

laboratorio y depositadas dentro de placas petri.

Preparacién de medio

LLa formulacién de los medios esta especificada en el Anexo A. La

preparacion y esterilizacion de los medios de cultivo se llevd a

- cabo segun la metodologia ya conocida (Collins, 1996) para la

mezcla de agua destilada, sales minerales, aztcar y agar, en
tanto que para aminoacidos, vitaminas, hormonas, antibiéticos, se
utilizé esterilizacion por filtracion (membranas de millipore de 0,22
um. de diametro), el pH se ajusté a 5.8 con potenciometro.
Inmediatamente después de la esterilizacién se sellaron y se

guardaron los medios en refrigeracion para su posterior

utilizacion.

- Excision del explante.

a. Desinfeccidn del explante

Para este efecto se han considerando los siguientes
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procedimientos:

e La realizacion de la desinfeccion de la camara flujo
laminar con alcohol 96%, como de_las superficies
o . conLerdra/?
externas de materiales de vidrio y frascos que contenian

medios de cultivo, lejia, alcohol y agua por separado,

momentos previos a su introduccién a la camara,

o Flameado de los instrumentos de metal previamente al

inicio del trabajo.

ot
e Para los tratamientos de desinfeccion se tomd como

referencia el reporte de-'S—;ﬁﬁa—s_,_a@é};/(Detérgente 2"+
T - e B o e et

lejié aiéﬁ % durante 5 + benlate al 2% durante 5’ +

alcohol 96 % 1).

Siembra del explante. -
I
Con ayuda de una pinza se tomd el explante y se coloco sobre el
medio de cultivo, en cada tubo de ensayo, rotulandose con
colocarar)

numero especifico. Los tubos se incubaron en la camara de

incubacion entre 28°C a 30°C.
Disefo del estudio

a. Frecuencias

/
ALt
La frecuencia de cultivo fue mensual en funcién a la

cantidad de material. La fase | y Il se realjgé para la

ré o&&am
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desinfeccion y proliferacion de brotes. La fase lll para

obtencion de subcultivos para induccidn de raices.

Disefio experlmental

. cﬁ,ﬁm‘f@ ,.c» .
Se disefio tres tratamientos, cada uno con cinco

repeticiones por cada fase del trabajo, ajustandose al
disefio experimental completamente al azar (DCA), prueba

de Tukey con una nivel de 0.05 de significancia.
Los tratamientos fueron los siguientes:
Fase Iy ll: Con MS completo, pH 5.8

T Sacarosa éf_yfﬁ ANA (0.05g.) + BAP (0.05g ) + Agar

;
i

" 0.6%

Ta Sacarosa 3% + |4)Slto! (0.1g.) +QAP (0.05¢g)+ Agar

-—.—-—‘\/

647 (0«05?

Tj: Sacarosa 3% + InOS|tol (O g + Agua de coco (100
¢ N
ml) + Agar 0.5%

0. 846/0

Fase lll : Con MS a la mitad, pH 5.8

Tq: Sacarosa 3% + AIA (0.04g) + Cinetina (0. 005g).+ Agar

R s

——

0.6%

T2: Sacarosa 1.5% + Inositol (0.1g) + IBA (0.003g) + Agar
.0.8% e

T3: Sacarosa 2% +\I\3éP (0. 001g) + Agar 0.5%
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Evaluaciones o,
,@‘/’WM
- Se procedid=ha=evaluar el desarrollo proliferativo de callos
de los explantes dentro del medio, de acuerdo a los
tratamigntos. Las observaciones de desarrollo se
haras , . .
efectuaron cada tres dias después de la ’SIembra durante el
ovalao.d

primer mes, posteriormente se realizaron cada quince dias,

tomando datos de los siguientes parametros:

Formaciéon de callos, evidenciado por la formacién de
callos del explante por el aumento de tamafio de un estadio

menor hacia otro mayor.

e Crecimiento, observado por el aumento de tamafio del

callo.

¢ Mortandad, evidencia observada por la ausencia de

crecimiento.
r

W

Los datos :temades=fueron anotados en. una ficha de

evaluacion para su posterior procesamiento.



[V. RESULTADOS

Respecto a la evaluacion de proliferacion de callos a los 15 dias del cultivo en
la Fase |, los resultados del andlisis de varianza se anota en el Cuadro 1,
mostrandose en el Cuadro 2 la respectiva prueba estadistica de Tukey donde
se aprecia la diferencia significativa entre tratamientos. Este comportamiento se

ilustra en figura 1.

CUADRO 1. Analisis de varianza del crecimiento diametral de callos a

los 15 dias Fase |.

F.V. - G.L. S.C. C.M. F.C. SIG.
Tratamiento 2 0.0467 0.0234 10.729 *
Error Experimental 12 0.0261 0.0022
Total 14 0.0728

CV= 3. 28%

(*) Significacion estadistica al 5% de probabilidad

PRUEBA DE TUKEY

T4: 15008 a
T, 1.3832 b
Ti: 1.3816 b

De acuerdo al andlisis estadistico anterior, se observa que no se ha encontrado
diferencias significativas entre los tratamientos T, y T3, sin embargo el

- tratamiento T4 supera a los tratamientos T,y T3,
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1.50 A
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Diametros (mm)
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1.3832
1.36 -
1.34 -
1.32 ‘ : i - .
T1 T2
Tratamientos

Ti:  Sacarosa 3%+ ANA (0.05g.) + BAP (0.05g .) + Agar 0.6%
T.:  Sacarosa 3% + Inositol (0.1g.) + BAP (0.05g)+ Agar 0.8%
Ts: Sacarosa 3% + Inositol (0.05g) + Agua de coco (100 ml) + Agar 0.5%

FIGURA 1. Promedio de Crecimiento Diametral de la Proliferacion de

Callos a los 15 dias de cultivo en la Fase |
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Resultado similar se observd en la proliferacion de callos a los 30 dias del
cultivo en la Fase I, cuyo comportamiento se ilustra en la figura 2. En los
cuadros 3 y 4, se anota el andlisis de varianza y la prueba de Tukey

respectivamente, donde se aprecia la diferencia significativa entre tratamientos.

CUADRO 2. Analisis de varianza del crecimiento diametral de callos a

los 30 dias Fase |.

F.V. G.L. S.C. C.M. F.C. SIG.
Tratamiento 2 0.3972 0.0199 11.068 *
Error Experimental 12 0.0215 0.0018
Total 14 0.0613

CV=2.96%

(*) Significacion estadistica al 5% de probabilidad ‘

PRUEBA DE TUKEY

T+  1.506 a
T22  1.4004 b
Ta:  1.3936 b

De acuerdo al andlisis estadistico anterior, se observa que no se ha encontrado
diferencias significativas entre los tratamientos T, y Tj;; sin embargo el

tratamiento T4 supera a los tratamientos Toy T3,



1.524
1.50-
1.48
1.46
1.44+
1.42
1.401
1.381
1.361
1.344
1.32

—~

Diametros (mm

T4
Tratamientos

T,: Sacarosa 3%+ ANA (0.05g.) + BAP (0.05g .) + Agaf 0.6%
T,: Sacarosa 3% + Inositol (0.1g.) + BAP (0.05g)+ Agar 0.8%
T;:  Sacarosa 3% + Inositol (0.05g) + Agua de coco (100 ml) + Agar 0.5%

FIGURA 2. Promedio de Crecimiento Diametral de la Proliferacion de

Callos a los 30 dias de cultivo en ia Fase |
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Asimismo el analisis a los 60 dias del cultivo en Fase I, se observa los
resultados en el Cuadro 5y, el Cuadro 6 se refiere a la prueba de Tukey, que
sigue manteniendo diferencia significativa entre tratamientos. Este

comportamiento se ilustra en el figura 3.

CUADRO 3. Analisis de varianza del crecimiento diametral de callos a

los 60 dias Fase |I.

F.V. G.L. S.C. C.M. F.C. SIG.
Tratamiento 2 0.0445 0.0222  16.060 *
Error Experimental 12 0.0166 0.0014
Total 14 0.0611

CV =3.55%

(*) Significacion estadistica al 5% de probabilidad

PRUEBA DE TUKEY

Ty 15356 a
T2 1.4168 b
Ts:  1.4236 b

De acuerdo al analisis estadistico anterior, se observa que no se ha encontrado
diferencias significativas entre los tratamientos T, y Tj; sin embargo el

tratamiento T1 supera a los tratamientos T,y Ts.
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1.42 1
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1.38 1

1.36
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Tratamientos

T4: Sacarosa 3%+ ANA (0.05g.) + BAP (0.05g .) + Agar 0.6%

T.: Sacarosa 3% + Inositol (0.1g.) + BAP (0.05g)+ Agar 0.8%
Ts: Sacarosa 3% + Inositol (0.05g) + Agua de coco (100 ml) + Agar 0.5%

FIGURA 3. Promedio de Crecimiento Diametral de la Proliferacion de

Callos a los 60 dias de cultivo en la Fase |
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Refiriéndonos a la evaluacién realizada a los 15 dias de iniciada la Fase I, los
resultados estadisticos se hayan anotados en el Cuadro 7, manifestandose un
diferencia estadistica entre tratamientos mostrados en el Cuadro 8. Del mismo

modo en la figura 4, se representan estos resultados.

CUADRO 4. Analisis de varianza de! crecimiento diametral de callos a

los 15 dias Fase Il.

F.V. G.L. S.C. C.M. F.C. SIG.
Tratamiento ' 2 0.2669 0.1335 10.464 *
Error Experimental 12 0.1531  0.0128
Total 14 0.4200

CV=6.75%

(*) Significacidn estadistica al 5% de probabilidad

PRUEBA DE TUKEY
Ty 18594 a
T2 1.5584 b

T 1.5998 b

De acuerdo al analisis estadistico anterior, se observa que no se ha encontrado
diferencias significativas entre los tratamientos T, y T3 sin embargo el

tratamiento T+ supera a los tratamientos T,y Tz
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Tratamientos -

T4: Sacarosa 3%+ ANA (0.05g.) + BAP (0.05g .) + Agar 0.6%
T.: Sacarosa 3% + Inositol (0.1g.) + BAP (0.05g)+ Agar 0.8%
T;: Sacarosa 3% + Inositol (0.05g) + Agua de coco (100 ml) + Agar 0.5%

FIGURA 4. Promedio de Crecimiento Diametral de la Proliferacion de

Callos a los 15 dias de cultivo en la Fase i
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Considerandb la proliferacion de los callos a los 30 dias dentro de la Fase ll, se
han registrado el andlisis estadistico que se ubican en el Cuadro 9 y, en el
Cuadro 10, la prueba de Tukey, en este Ultimo se hace referencia de la
diferencia significativa entre los tratamientos. En la figura 5, se ilustra

claramente lo antes mencionado.

CUADRO 5. Analisis de varianza del crecimiento diametral de callos a

los 30 dias Fase Il

F.V. : G.L. S.C. C.M. F.C. SIG.

Tratamiento 2 0.1833 0.0916 5.745 *
Error Experimental 12 0.1915 0.0159
Total 14 0.3748

CV =5.82%

(*) Significacion estadistica al 5% de probabilidad

PRUEBA DE TUKEY
Ty: 23256 a
T2 21092 b

Ta:  2.0764 b

De acuerdo al andlisis estadistico anterior, se observa que no se ha encontrado
diferencias significativas entre los tratamientos T, y T3 sin embargo el

tratamiento T1 supera a los tratamientos T,y T3,
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Tratamientos
T4: Sacarosa 3%+ ANA (0.05g.) + BAP (0.05g .) + Agar 0.6%
T,: Sacarosa 3% + Inositol (0.1g.) + BAP (0.05g)+ Agar 0.8%
Ts:  Sacarosa 3% + Inositol (0.05g) + Agua de coco (100 ml) + Agar 0.5%
FIGURA 5. Promedio de Crecimiento Diametral de la Proliferacion de

Callos a los 30 dias de cultivo en la Fase li
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En las evaluaciones realizadas a los 60 dias del cultivo en la Fase Il se

encontraron los resultados que se anotan en el Cuadro 11 y en el Cuadro 12,

donde se aprecian diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos

efectuados y, de igual manera se encuentran representados en el figura 6.

CUADRO 6. Analisis de varianza del crecimiento diametral de callos a
ios 60 dias Fase Il.

F.V. G.L. S.C. C.M. F.C. SIG.
Tratamiento 2 0.2755 0.1377 6.470 *
Error Experimental 12 0.2555 0.0213
Total 14 0.5310

CV=457%

(*) Significacién estadistica al 5% de probabilidad

PRUEBA DE TUKEY
T4 3.3746 a
T, 3.0542 b

T 3.1392 b

De acuerdo a analisis estadistico anterior, se observa que no se ha encontrado

diferencias significativas entre los tratamientos T, y T3, sin embargo el

tratamiento T, supera a los tratamientos T,y Tj,
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Tratamientos
Ti: Sacarosa 3%+ ANA (0.05g.) + BAP (0.05g .) + Agar 0.6%
T,:  Sacarosa 3% + Inositol (0.1g.) + BAP (0.05g)+ Agar 0.8%
Ts:  Sacarosa 3% + Inositol (0.05g) + Agua de coco (100 ml) + Agar 0.5%
FIGURA 6. Promedio de Crecimiento Diametral de la Proliferacion de

Callos a los 60 dias de cultivo en la Fase |l



V. DISCUSION

Considerando la proliferacién de callos en todos los tratamientos a partir de las
primeras semanas de cultivo en la Fase |. se ha determinado estadisticamente
que desde los 15 dias de cultivo existe diferencias significativas entre los
tratamientos T1con T2y T1 con T3 incrementandose esta diferencia estadistica
en cultivos con proliferacion de callos de dias de la Fase | y en toda la Fase |l
‘lo que podria deberse a la adaptacion de los tejidos meristematicos a los
diferentes substratos encontrados en los tratamientos que permitieron una
ligera diferenciacion morfogénica en agregados irregulares que ostentaron

promedios similares.

Respecto a la proliferacién precoz de tejidos o .mbrfogénesis, que no es mas
que la iniciacién de la forma del tejido en crecimiento esta fundamentado en
procesos moleculares, bioquimicos vy fisiolégicos que permiten la aparicion de
nuevas estructuras organizadas, y que puede sufrir una ligera inacti.vacién en el
transcurso de la diferenciacién que podria incluso anular la totipotencia celular
(Halperin 1986) en la ruta alternativa de la organogénesis que conduce a la
diferenciacién de meristemas caulinares y/o radiculares, por lo que el tejido
meristematico al no encontrar los reguladores especificos de crecimiento no
formaria callos o se inactivaria irreversiblemente. En el caso del presente
trabajo, si bien se ha verificado preséncia de masa celular sin diferenciar en
todos los tratamientos durante las primeras semanas de cuitivo, se puede
afirmar que los mecanismos de _acci()n' de los reguladores de crecimiento

presente en los tratamientos van mermando sus niveles hasta actuar como
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moduladores de la respuesta morfogénica (Ammirato, 1986).

Los resultados obtenidos entre el tratamiento 2 vy tratamiento 3
estadisticamente similares podria explicarse por la presencia, en ambos
tratamientos, de inositol que estaria condicionado la proliferacién de callo en
igual medida a pesar de que los otros ingredientes de los tratamientos han sido
disimiles, por otro lado, es posible suponer que el BAP y el agua de coco
podrian mostrar similar mecanismo de accion frente a la proliferacién de masa

celular indiferenciada (callo).

Era de esperar que en la Fase | se presentaria proliferacion de brotes, no
obstante en nuestro trabajo no se manifesté esta situacién, sino sélo la
presencia de callo, quiza por la presencia de ANA (auxina) en el Tratamientos
1, que fue el de mejor rendimiento en relacién al crecimiento diametral de los
callos, esta auxina seria la causa de la inhibicidon del potencial caulogénico de
los meristemas debido a la concentracion que suponemos seria elevada para el
tipo de vegetal en estudio (Trewaras, 1991). En la actualidad no se conoce con

exactitud el mecanismo de accidén de estos compuestos (fitohormonas) en la

morfogénesis.

Nuestro resultado respecto al rendimiento del medio adecuado con
fitoreguladores (ANA + BAP — Tratamiento 1 es coincidente con el reportado
por Rahnman et al (1993) quien manifesté que una mejor respuesta de

produccion de brotes en Caesalpinacea pulccheiriana ocurrié al utilizar ANA

mas BAP o Cinetina.

Se observa que el tratamiento 1 es en donde mejor proliferan callos, y ostenta
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una clara ventaja, estadisticamente confrontada, con respecto a la otra
combinacién de fitoreguladores probados, como es el caso de Inositol mas
BAP. De igual manera, puede afirmarse que la sacarosa, es importante como
agente osmotico y posibleménte como elemento nutricional. La concentracion
de sacarosa utilizada en nuestro trabajo es _coincidénte con los reportes
realizados para la micropropagacion in vitro, iﬁcluso de especies no lefiosas

(Delgado, 1999).

La no proliferacion de brotes se deberia a la poca actividad demostrada de la
diferenciacion celular y posiblemente por la influencia de algunos compuestos
inherentes al vegetal en estudio que inhiben la eficiencia de los primeros.
Sugerimos la posibilidad de la existencia de factores que inhiben la proliferacién

celular, como son los compuestos fendlicos, catecol y otros.

El no enrraizamiento en la Fase I, puede deberse a que la concentracion de
AlA no resulté quiza ser la mas adecuada. En el caso de nuestro reporte es
disimil con el Rahman et al (1993) quien refiere la produccion de un maximo

numero de raices al utilizar AIA mas Kinetina.



VL. CONCLUSIONES

. La proliferaciéon de callos se manifiesta notoriamente a partir de los primeros

15 dias del cultivo en el medio de cultivo.

. El tratamiento T4. Sacarosa 3%+ ANA (0.05g.) + BAP (0.05g .) + Agar 0.6%
resultd ser el mejor medio de cultivo que ostenta clara ventaja respecto a la

proliferacién de masa celular indiferenciada.

. Los tratamientos T, vy T3, son similares estadisticamente con respecto a

proliferacién de callos, debido a la presencia de inositol que los condiciona.

. No se registr6 proliferacién de brotes por la inhibicién del potencial

caulogenico de los meristemas debido a la concentracién del fitoregulador.

. No se observd enrraizamiento al utilizar (AlA) en concentraciones de (0.05

ug/mL) debido a que la concentracion no fue la adecuada.



VII. RECOMENDACIONES

1. En futuros trabajos de micropropagacion in vitro con esta especie se debera
aumentar el namero de tratamientos considerando mayores combinaciones

de las fitohormonas y regulares de crecimiento.

2. Utilizar inhibidores de compuestos fendlicos con la finalidad de producir

respuesta al AlA.

3. En lo posible llevar a cabo ensayos en los cuales varien las condiciones
ambientales, especificamente el intervalo de Iuz (fotoperiodo)

incrementando el periodo de oscuridad.



Vill. RESUMEN

Cedrelinga cateniformis (Ducke) Ducke “tornillo” especie forestal puede ser
producida con fines de propagacién a gran escala aplicando meétodos de
micropagacion biotecnologica. Se determindé el medio de -cultivo 6ptimo
respecto a la concentracion de reguladores de crecimiento para ia obtgncién de

callos diferenciados o plantulas a partir de yemas de esta especie.

Se probaron los siguientes tratamientos T4 : Sacarosa 3 % + ANA (0.05 g.) +
BAP (0.05g) + Agar 0.6 % con T;: Sakcarosa 3 % + Inositol (0.1g.) + BAP
(0.05g)+ Agar 0.8 % y, con T3: Sacarosa 3 % + Inositol (0.05g) + Agua de coco
(100 ml) + Agar 0.5 %, obteniéndose diferencias significativas estadisticamente
que se incrementan en cultivos con proliferacién de callos de la Fase | y en
toda la Fase Il permitiendo .una ligera diferenciacién morfogénica en agregados
irregulares que ostentaron promedios similares. El tratamiento T1 es en donde
mejor proliferan callos, y ostenta una clara ventaja, estadisticamente
confrontada, con respecto a la otra combinacién de fitoreguladores probados.
No se verifica proliferacién de brotes por la poca diferenciacion celular y la
posible influencia de factores que inhiben la proliferacion celular, como son los
compuestos fendlicos, catecol y otros. No se observd enrraizamiento en la Fase

I, debido a que la concentracion de AlA no resulté ser la mas adecuada.
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X. ANEXO



Medio de Murashigue Skoog (MS).

Macronutrientes
NHsNO3

KNO;

CA Cly. 2H,0
MgSQO,. 7H.,0
KH, PO,

Micronutrientes
Kl

H3BO3
‘MnSO4 . 4H20
ZnS04 . 4H20
CuS0O4 . 5H20
CoCl . 6H20
NA2 EDTA
FeS0O4 . 7TH20
Sacarosa

Agar

pH

Vitaminas

Mio — inositol
Acido nicotinico
/Piridoxina — CHL
Tiamina — HCI
Glicina

Kinetina

AlIA

mg/l
1,650
1,900
440
370
170

0.83
6.3
22.3
8.3
0.025
0.25
37.0
27.0
3,000
500
5.7-5.8

100
05
0.5
0.1
2.0
0.04 — 10
1.0 - 30



B. Fotos con resultados obtenidos por la proliferaciéon de callos en la

Faselyll

FIGURA 7. Proliferacion de callo a los 15 dias de Ia Fase l.

FIGURA 8. Proliferacion de callo a los 15 dias de la Fase |.



FIGURA 9. Proliferacion de callo a los 30 dias de la Fase I.

FIGURA 10. Proliferacion de callo a los 60 dias de la Fase I.



FIGURA 11. Proliferacion de callo a los 15 dias de la Fase Il.

j
I

FIGURA 12. Proliferacion de callo a los 30 dias de la Fase Il.



FIGURA 13. Proliferacion de callo a los 60 dias de la Fase 1l

FIGURA 14. Diferenciacion del callo, luego del termino de la presente

investigacion.



C. Datos con los promedios del crecimiento diametral de la

proliferacion de callos, obtenidos en las Fases | y li

CUADRO 7. Evaluacidén a los 15 dias Fase I.

Diametro (mm)

N° de repeticiones Ty T Ts
1 1525 1326 1478
2 1.488 1.425 1.378
3 1.450 1.380 1.358
4 1516 1.385 1.394
5 1525 1.400 1.300
Suma | 7.504 6.916 6.908
Promedio | 1.5008 1.3832 1.3816

CUADRO 8. Evaluaciones alos 30 dias Fase l.

Diametro (mm)

N° de repeticiones T T, T3
1 1.53 1.337 1.479
2 149 1.44 1.38
3 1.46 1.425 - 1.368
4 1.52 | 1.39 1.42
5 1.53 1.41 : 1.33
Suma 7.53 ‘ 7.002 6.968

Promedio - 1.506 1.4004 1.3936




CUADRO 9. Evaluaciones a los 60 dias Fase |.

Diametro (mm)

N° de repeticiones T4 T2 T3

1 1.542 1.346 1.48
2 1.576 1445 1.436
3 1.500 1.430 1.458
4 1.528 1.425 1.435
5 1.532 | 1.438 1.350

Suma | 7.678  7.084 7.118

Promedio 1 .5356 1.4168 1.4236

CUADRO 10. Evaluaciones a los 15 dias Fase |l.

Diametro (mm)

N° de repeticiones T+ T2 T3
1 2.005 1.500 - 1.657
2 : 1.970 1.590 - 1.555
3 2.000 1.600 o 1.657
4 1.678 1.578 1.590
5 1.644 1.524 : 1.535
Suma 9.297 7.792 7.994

Promedio 1.8594 1.5584 . 1.5998




CUADRO 11. Evaluaciones a los 30 dias Fase Il.

Diametro (mm)

N° de repeticiones Ty T, T3
1 2.600 2.188 2.107
2. 2.160 2.115 2.098
3 2.188 2.100 2.000
4 2.500 2.099 2.088
5 2.180 2.044 2.089
Suma 11.628 10.546 10.382
Promedio 23256 2.1092 2.0764

CUADRO 12. Evaluaciones a los 60 dias Fase Il.

- Diametro (mm)

'N° de repeticiones T4 T2 Ts
1 3.400 2.800 3.270
2 3.369 3.077 3.300
3 3.344 3.120 2.910
4 3.200 - 3.074 3.093
5 | 3.560 3.200 3123
Suma  16.873 15.270 15.696

Promedio 3.3746  3.0542 3.1392




