I. INTRODUCCION

Los bosques cubren aproximadamente una tercera parte de la superficie terrestre,
sin embargo la tasa de pérdida de bosque tropical se estima en 11 millones de
hectareas por afio. Una de las principales causas es la extraccion de madera para
la construccion, la industria del mueble y la produccion de pulpa de papel.
Estados Unidos, Japdn y el Reino Unido son los principales importadores (Burley,
1978).

Si bien es cierto América Latina puede considerarse privilegiada en términos de
dotacion de recursos naturales, ya que alberga el 23% de los bosques del planeta
y el 46% de los bosques tropicales; existen grandes problemas ambientales que
resultan modelo de desarrollo aplicado hasta hoy. La regién esta perdiendo sus
bosques, a un ritmo de 0.7% por afio y solo en Centroamérica y el Caribe, la

relacion entre la reforestacion y la deforestacion es de 1:27 (Winograd, 1995).

Las Meliaceas poseen alto valor comercial, que ha provocado la disminucion
acelerada de un gran numero de sus ejemplares en los paises tropicales, entre
las cuales se encuentra la Swietenia macrophylla King (caoba), (Grogan et al.,
2003). Debido al alto valor comercial, la caoba se explota en zonas forestales
donde su extraccion es prohibida y existen poblaciones reducidas de esta
especie. De continuar con la explotacion se estima que dentro de pocos afios la

caoba estara extinta (Jiménez, 1996).

Ademas, uno de los factores limitantes para el normal desarrollo de la caoba, es
que los arboles jovenes en particular estan sujetos al ataque de Hypsipyla
grandella Zell (Lepidoptera-Pyralidae), el cual consume los meristemas apicales
y los rebrotes, produciendo nuevos rebrotes laterales que posteriormente son
atacados dando como resultado un fuste reducido y la muerte del arbol (Neill y
Revelo, 1999).

En el Ecuador, no existen programas destinados a la conservacion y mejora de
esta especie, resultando necesario realizar investigaciones orientadas a dar fin a

los problemas citados anteriormente; estableciéndose bases solidas que permitan
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estructurar un programa integral de rescate, conservacion y mejora de la caoba, y
asi contribuir al desarrollo ecoldgico, econémico y ambiental del sector forestal de
nuestro pais. Al respecto, la FAO ha expresado la necesidad de mantener el
recurso genético de la caoba, de igual manera su conservacion ha sido definida
como de alta prioridad (FAO, 1999).

La propagacion de la caoba, se realiza por via sexual (semillas), cuyo origen es
desconocido. Generalmente, las plantas de las cuales se toman las semillas no
son seleccionadas por sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas. Por tal razén,
la mayoria de las plantaciones presentan alta heterogeneidad (Sharma et al.,
1996).

El empleo de técnicas biotecnoldgicas contribuird al rescate, conservacion y
mejora de caoba, mediante la propagacion in vitro de estas especies (Sharma et
al.,, 1996). Esta investigacion pretende estandarizar una metodologia que
permitira el desarrollo de yemas terminales, aislando segmentos nodales de 1 a

1,5 cm de longitud.



A. Objetivos

1. General

Establecer el método apropiado que facilite la propagacion in vitro de Swietenia

macrophylla King (caoba).

2. Especificos

> Determinar el mejor protocolo de desinfeccion de explantes de caoba para

su establecimiento in vitro.

> Establecer la concentracion més eficiente de citoquininas y auxinas en la

fase de multiplicacion y enraizamiento in vitro.

B. Hipdtesis

En el presente trabajo se plantearon las siguientes hipétesis:

Con una concentracion de 15 g de Hipoclorito de Calcio y un tiempo de 20
minutos en la fase de establecimiento se obtendra el mayor numero de explantes
asépticos, mediante la utilizacion de yemas terminales en la especie Swietenia

macrophylla King (caoba), bajo condiciones in vitro.

Con 2mg L-1 de Bencilaminopurina (BAP) méas 1 mg de Acido Indolbutirico (AIB),
se obtendra una mayor proliferacion de brotes de Swietenia macrophylla King

(caoba).

A menor concentracion de AIB se obtiene una alta proporcion de plantas

enraizadas de Swietenia macrophylla King (caoba).



ll. REVISION DE LITERATURA

A. Caracteristicas Generales de Swietenia macrophylla King (Caoba)

1. ORIGEN Y DISTRIBUCION

La Caoba es originaria de los bosques del el Sur de México hasta la Cuenca del
Amazonas (Gueilfus, 1994), especificamente hasta el rio Paraguay en Brasil y
Bolivia (Lamb, 1966). Su distribucion corresponde generalmente a los bosques
hamedos tropicales de estos paises.

2. UBICACION Y DESCRIPCION TAXONOMICA

La Swietenia macrophylla King (caoba), pertenece a la familia Meliaceae
(Gueilfus, 1994) Los sinononimos botanicos conocidos son: Swietenia candollei
Pittier, S. belizansis Lundell, S. krukovii Gleason & Panshin y S. tessmannii Harms
(Little, 1967). Los principales nombres comerciales son: Caoba del Sur, Aguano,
Ahuano, Mara, Orura, Acajou d’ Amérique, Araputang, Mahogany.

El arbol de Caoba puede medir de 30-45 m de altura habitualmente, pero que
puede alcanzar los 50 m y 2 m de DAP. Produce un fuste libre de ramas en los
primeros 12 - 18 m, cilindrico, largo y recto, a menudo con grandes aletones. Las
copas de los arboles mayores pueden alcanzar hasta 20 m de diametro. La
corteza, a nivel estreno esta profunda y ampliamente fisurada, de color pardo
grisaceo a gris oscuro, internamente de color rosado a rojo y de textura fibrosa.
Las hojas son compuestas, de 16-40 cm de largo, alternas y agrupadas al final de
las ramillas. Cada hoja tiene 3-6 pares de hojuelas opuestas, 9-14 cm de largo.
Posee flores pequefas, con cinco pétalos blanco amarillentos, agrupadas en

inflorescencias axilares. Son unisexuales y el arbol es monoico.

El fruto es una capsula lefiosa, erecta, 12 - 22 cm de largo por 6 - 10 cm de
ancho. Cuando maduran y se secan, 4 a 5 valvas del fruto se abren desde la

base. Las semillas quedan entonces expuestas y colgando por las alas en el



centro del fruto. Cada fruto contiene 35 - 45 semillas aladas, color marron y de 7.5
- 12 cm de largo incluyendo el ala.

B. Propagacion convencional de las especies forest  ales con énfasis en

Caoba.

Como consecuencia de la disminucion de los bosques naturales como fuente de
abastecimiento de productos forestales y dado el aumento de la demanda, se ha

venido promoviendo el establecimiento de plantaciones forestales (Salazar, 1996).

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

afios (Mesen et al., 1992).

1. PROPAGACION SEXUAL

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

forma selectiva de bosques naturales (Guevara, 1996).

Otro de los problemas de la propagacion de arboles por semillas esta relacionado
con la disminucién de germinacion y viabilidad. La caoba, por ejemplo puede
almacenarse temporalmente (corto plazo) con un contenido de humedad de 4 a
5%, en envases plasticos y a una temperatura constante de 15° C (Samaniego,
1995). Estudios realizados por Araujo (1971) sobre la viabilidad de las semillas
determinaron que la germinacion es bastante rapida, iniciandose de los 13 a 17

dias, con un periodo de 10 dias de duracion, sin embargo el porcentaje de
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germinacion se reduce drasticamente conforme aumenta el periodo de
almacenamiento, Hernandez (1960) manifiesta que la reduccion de la viabilidad
de las semillas de Caoba es en forma rapida y se debe a su riqueza en aceites
esenciales. En cuanto a condiciones fisicas para su germinacion, estudios
realizado por Samaniego (1995), demostraron que es necesario temperaturas
constantes de 30 y 28° C y un fotoperiodo de 16 horas por dia. La germinacién es
hipogea y de tipo criptocotilar; durante ésta, los cotiledones mantienen su posicion
dentro de la semilla pero se inicia el desarrollo de estructuras peciolares mediante
crecimiento intercalar. Los peciolos se curvan hacia el exterior y forman una
concavidad entre ellos, por la que el epicotileo inicia su salida. El desarrollo del
epicotilo es tardio y posterior al crecimiento longitudinal de los peciolos
cotiledonares. Este no puede emerger de otra forma, debido a la fusion de los
cotiledones a lo largo de la superficie adaxial de sus laminas (Alvarenga et al.,
1988).

Observaciones en el bosque han determinado que en la época de germinacion de
la semilla de caoba debe existir un periodo de claridad, de lo contrario esta se
muere (Quevedo, 1986). Asi mismo la sombra de las plantulas debe mantenerse
por un corto tiempo después del trasplante a vivero, permitiendo un 65% de luz

para su crecimiento (Samaniego, 1995).

2. PROPAGACION ASEXUAL

Tradicionalmente se han utilizado varias formas de propagacion vegetativa en
mejoramiento genético forestal (Mesen et al., 1992), pero durante los Gltimos afios
se ha logrado un considerable progreso en el uso de técnicas clonales para fines
tanto de produccion de pulpa como de madera (Leakey, 1987).

Libby (citado por Leakey, 1987) encontré 16 ventajas potenciales de la clonacion

forestal entre las que incluye.

% Habilidad para una rapida captura de una gran produccion de la variacion

aditiva y no aditiva.
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Eliminacion de individuos auto fecundados en plantaciones comerciales.

Produccion masiva de genotipos de alto valor obtenidos por hibridacion o

ingenieria genética.

Multiplicacion de individuos raros los cuales tienen dos 0 mas caracteristicas

favorables que son de correlacion negativa.

Habilidad para seleccionar y utilizar la mayor parte de la diversidad genética

gue normalmente se encuentra en una sola progenie.

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

particular.

Mayor simplicidad y facilidad en el manejo de grupos de plantas en

comparacion con huertos semilleros.

Los periodos entre la seleccion vy la produccidon son cortos con parados con

los huertos semilleros.

Incremento de la superioridad de los clones promedio de programas de

selecciéon y habilidad para usar arboles en estado maduro.

Posiblemente el uso de la propagacion vegetativa en dasonomia aumentara y
ha llegado a ser una de las herramientas mas importantes del forestal

dedicado al mejoramiento genético del arbol donante.

Los métodos mas utilizados son las estacas enraizadas y el injerto. El método

mas reciente de propagacion vegetativa que ha recibido mayor interés y difusion

es el cultivo de tejidos.

3.

INJERTOS

Los injertos son utilizados generalmente para propagar clones que no pueden ser

convencionalmente reproducidos por enraizamiento de estacas u otros métodos

de

reproduccion asexual (Rawar et al., 1994). La influencia positiva de la
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injertaciébn es también observada en términos de nutricion y aportes de
caracteristicas de juventud (Franclet, 1979) y la transferencia de hormonas

sintetizadas en las raices del porta injerto (Greenwood, 1987).

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

sobre injertos.

4. ESTACAS ENRAIZADAS

El método de propagacion vegetativa que actualmente se esta desarrollando con
mayor rapidez, sin embargo una limitante importante para utilizar estacas
enraizadas es su dependencia de la edad. Los arboles jovenes suelen enraizar
con rapidez, pero es casi imposible enraizar los mismos arboles cuando estan
maduros. Ademas, la gran variabilidad clonal que existe en la capacidad de
enraizamiento no permite obtener mas ganancias en las plantaciones comerciales
(Zobel y Talvert, 1992).

La propagacion vegetativa para el establecimiento de plantaciones, requiere el
uso de materiales fisiologicamente juveniles, los cuales daran origen a arboles de
crecimiento ortotrépico normal, adecuado para la produccion de madera. A nivel
operacional, normalmente se utiliza estacas originadas de rebrotes de la base del
arbol cortado, rebrotes basales de arboles en pie o plantulas jévenes entre otros.
Las estacas se caracterizan por su tamafio pequefio, condicién suculenta y la
presencia de hojas (Mesén et al., 1992). El avance de la clonacion forestal para el
establecimiento de plantaciones esta demostrado por muchas entidades que
estan utilizando; por ejemplo, plantaciones comerciales de Eucalyptus en Sur
América, Portugal y EI Congo (Zobel, 1992).

En caoba, mediante el uso de propagadores de subirrigacion y AIB en una

concentracion de 0.2%, se logro un 50% de enraizamiento de estacas
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provenientes de tallos ortotropicos juveniles de plantulas (Mesén et al., 1992).
Este sistema demuestra la capacidad de produccién de plantas clénales a partir
de material juvenil de caoba, lo que permitira la propagacion vegetativa a partir de

semillas mejorada obtenida a través del programa de mejoramiento forestal.

C. Propagacion in vitro de arboles forestales

La propagacion in vitro permite la regeneracion de plantas a partir del uso de los
callos, 6rganos, embriones, cultivos de células y protoplastos. En el cultivo de
apices se espera lograr la formacién de ramas axilares que pueden separarse y
enraizarse; tedricamente los brotes axilares o laterales pueden a su vez producir
ramas axilares adicionales a perpetuidad, a medida que sub-cultive cada brote
recién formado o cada ex plante de nudo, por lo tanto, este método es bueno para

obtener una rapida multiplicacion clonal (Krikorian, 1991).

Existen dos vias de regeneracion, la organogénesis y embriogénesis somatica, la
organogeénesis es la diferencia de micro brotes y raices (Ahuja, 1993) y la
embriogénesis somatica es el desarrollo de embriones de tejidos somatico
(Suntton et al., 1993). Estos métodos son la base actual para la propagacion
comercial de plantas, lo cual involucran miles de laboratorios alrededor del mundo
gue trabajan con plantas ornamentales y de especies cultivadas, ya que permiten
una rapida multiplicacion para alcanzar las demandas del mercado, y en algunos
casos, para vencer las dificultades de métodos alternativos como es la
propagacion por estacas enraizadas (Haines, 1994). La especie, la edad del arbol
y en particular la parte del arbol del cual se toman los brotes son los que
determinan el éxito o el fracaso (Mott, 1981). En general los explantes juveniles
como embriones zigoticos, cotiledones, hipocotilos 0 yemas de plantulas y hojas
juveniles tienen mejor respuestas al cultivo in vitro que otros tejidos de arboles
adultos. Por esta razon los explantes juveniles han sido exitosamente empleados

para la clonacion forestal (Ahuja, 1993).

A largo plazo, la produccion en masa de clones forestales seleccionados

probablemente se realizara in vitro, sin embargo, pocas especies se han



investigado al grado de que pueden ser producidas comercialmente (Leaket,
1987).

El principal objetivo de la micro propagacion de especies forestales es la
produccion de un gran numero de individuos genéticamente idénticos (Cheliak y

Roger, 1990) pertenecientes a familias superiores (Mohammed y Patel, 1989).

1. ENCISION DE EMBRIONES

En las especies lefiosas es muy dificil introducir el material adulto in vitro, por lo
que se utiliza embriones zigoticos para su cultivo. Esta técnica se emplea también
en caso de especies que producen semillas abortivas (Bonga y Von Aderkas,
1992), cuando la produccion de semillas es esporadica, y en especies de semillas
recalcitrantes que no se pueden almacenar y la técnica de propagacion vegetativa

no ha sido ampliamente adoptada.

En el cultivo in vitro, de especies forestales, se hace necesario la desinfeccion de
las mismas para lo cual se utilizan diferentes productos como el hipoclorito de
calcio y sodio, etanol al 70%, el peréxido de hidrogeno y el bicloruro de mercurio.
En algunas especies es necesario realizar tratamientos previos de inmersion de
las semillas en agua destilada estéril por periodo de 2 a 7 dias a temperaturas de
4° C en la oscuridad para proceder a la extraccion del embrion (Hammatt y Ridout,
1992).

Para la germinacion de embriones se han utilizado medios simples como el medio
Murashige y Skoog con sales reducidas a la mitad y normalmente libres de
reguladores de crecimiento (Hammatt y Ridout, 1992). Las temperaturas para la
germinacion in vitro, van desde 20 a 30° C, pero por lo general el promedio
utilizado es 25° C bajo condiciones iniciales de oscuridad, para continuar con
fotoperiodos de 16 horas luz (Scott et al., 1995).
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2. EMBRIOGENESIS SOMATICA

La embriogénesis somatica se usa en la horticultura y agricultura como la forma
rapida de multiplicar variedades elites o clones de plantas (Suntton et al., 1993).
Han sido poco desarrollada en arboles, pero cada vez mas comun. Los embriones
somaticos pueden ser formados directamente sobre la superficie del ex plante o
indirectamente a partir de callos subcultivandos, o bien, a partir de masas
celulares compuestos de pequefios embrioides y de células en suspension
(Bonga y Von, 1992).

Los embriones somaticos son estructuras bipolares con ejes radical- apical, y no
poseen conexiones vasculares con el tejido maternal (generalmente aislados por
una epidermis). La embriogénesis somatica y zigoticos presentan procesos
ontogénicos idénticos o muy similares desde el estado globular hasta la

conversion en plantas completas (Williams y maheswar, 1986).

Existen factores que afectan la embriogénesis somatica, como el genotipo de
explante, el medio de cultivo, los reguladores de crecimiento, las condiciones

fisicas de cultivo entre otros (Litz y Jarret, 1991).

La embriogénesis es generalmente preferida sobre la propagacion por brotes
axilares u organogénesis cuando uno 0 pocos genotipos se propagan a gran

escala, debido a las siguientes ventajas:

% La embriogénesis produce mas cantidad de propagulos que otros métodos

de propagacion.

% En la embriogénesis, no se requiere la induccion de raices, como un paso

separado.

% Un componente importante de la embriogénesis somatica es su habilidad
para capturar la ganancia genética en familias seleccionadas en programas
de mejoramiento genético dirigido a la produccion, la calidad de madera y la

resistencia a plagas y enfermedades.
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% Se espera que el futuro el encapsulamiento de embrioides podra ser usado
como semilla artificial, lo que en gran medida simplificara la transferencia de

los propagulos de in vitro al campo.

% Otra ventaja es desarrollar un protocolo eficiente para la regeneracion rapida
de plantulas que puedan ser usadas en explantes de transformacion

geneética.

3. CULTIVO DE MICROESTACAS

La micropropagacion por microestacas consiste en estimular con la ayuda de
reguladores de crecimiento, el desarrollo de las yemas axilares, que normalmente
estdn dormantes por la dominancia apical. El sub cultivo de estos explantes
permite la produccién de brotes de forma exponencial (Dirr y Heuser, 1987). Sin
embargo, la esterilizacion de los explantes es una de las principales dificultades,
especialmente cuando el material vegetativo es colectado de arboles maduros del
bosque (Meier-Dinkel, 1992).

La micropropagacion por medio de yemas axilares es la técnica mas exitosa en la
propagacion de especies, ya que en contraste con el cultivo de callos, se obtiene
mayor capacidad regenerativa por un periodo de tiempo mas largo (Lakshmi Sita,
1993).

a. Asepsia del material vegetal y establecimiento d e cultivo

El primer paso en la microporpagacion es la obtenciébn de material vegetal
adecuado para usarlo como explantes, por esta razén los contaminante, como
bacterias y hongos deben ser removidos (Conger, 1981). Sin embargo, en
especies leflosas las tasas de contaminacion son mayores cuando el material
proveniente de arboles que creciendo en el campo. El grado de contaminacion
también esta determinado por las condiciones climaticas de la region; es mas
dificil obtener explantes limpios de plantas del tropico himedo que de las regiones

frias 0 secas (Bonga y Von Anderkas, 1992).
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En muchos casos, bacterias y hongos pueden permanecer latentes dentro de las
plantas debido a su habilidad para formar esporas dormantes, ante esta situacion
se han realizado algunas préacticas para reducir la actividad de contaminantes
internos, como son las aplicaciones de antibiéticos antes de extraccion de los

explantes los cuales tienen diferentes grados de accion (Mondal et al., 1990).

En especies forestales se realizan tratamientos de las plantas en el invernadero
con insecticidas, fungicidas y antibidticos previos a la corta y desinfeccién de los

explantes (Durand y Creswell et al., 1982).

Una vez lograda la asepsia de explantes nodales, el establecimiento del cultivo
primario depende de la reactividad de la yema a desarrollarse y del ambiente
quimico vy fisico del cultivo in vito. Segmentos nodales de plantas de campo, de
plantulas invernadero y de embriones germinados in vitro, son colocados sobre

medios que estimulen la emergencia de las yemas axilares.

b. Fase de multiplicacién

Los brotes axilares o laterales pueden a su vez producir otros brotes mediante la
repeticion de ciclos de cultivo o bien mediante la induccién de brotes de novo u
organogeénesis. La multiplicacién clonal ha sido aplicada a una gran variedad de
especies, desde herbaceas hasta lefiosas (Krikorian, 1991). Durante la fase de
multiplicacion, las citoquininas son los reguladores del crecimiento mas utilizado.
Ademas de la influencia de la citoquininas existen otros factores que afectan la
multiplicacion in vitro. La posicién del explante sobre la superficie del medio de

cultivo constituye otro factor.

D. Fase de enraizamiento y aclimatacion

1. ENRAIZAMIENTO IN VITRO

La fase de enraizamiento tiene como objetivo producir plantulas que puedan

sobrevivir a las condiciones de trasplantes (Krikorian, 1991). El enraizamiento de

los brotes es con frecuencia inducido in vitro y tiene la ventaja de obtener
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plantulas asépticas con mayor probabilidad de sobrevivir al ambiente ex vitro. Sin
embargo, es una labor mas intensa que la realizada durante el enraizamiento ex

vitro (Bonga y Von Anderkas, 1992).

Existen muchos factores quimicos y fisicos que favorecen el enraizamiento in
vitro. El estrés hidrico, la alta temperatura, la oxigenacion, la baja intensidad de
luz y el suelo de carbon activado son factores fisicos que estimulan el
enraizamiento. La influencia positiva del carbon activado en el enraizamiento de
micro estacas, puede ser interpretada por su defecto en la reduccion de la luz en
la base de los brotes, promoviendo en un sentido la acumulacién de auxinas o
cofactores foto sensitivos y en otro sentido la absorcion de productos téxicos (poli
fenoles) y de inhibidores de formacion de raices adventicias. Sin embargo hay
que considerar que el potencial del carbén activado como inductor de

enraizamiento esta asociado con la madurez del explante.

Un ambiente quimico favorable al desarrollo de raices puede logarse mediante la
reduccion en la concentracion de sales minerales del medio de cultivo, o bien,
mediante el incremento de ciertos elementos menores (Br, Ca, y Mn) o por adicion
de algunos fenoles y de vitamina D (Gaspar y Coumans, citados por Bonga y Von
Anderkas, 1992). En algunos casos, es necesario el uso de un medio para el
desarrollo del brote ante del enraizamiento; asi mismo se requiere un balance
hormonal adecuado dirigido al aumento en auxinas exégenas (Villalobos y
Thorpe, 1991).

2. ENRAIZAMIENTO EX VITRO

Algunas veces la induccién de raices es realizada ex vitro, lo cual reduce los
pasos en la micropropagacion (Mascarenhas et al., 1993). Esto trae como
ventajas que el sistema radicular no es afectado durante el trasplante al suelo, la
tasas de enraizamiento pueden ser mayores y la calidad de las raices pueden ser
superior (Lakshmi Sita, 1993).

En la propagacion a gran escala de especie ornamentales se ha observado que la

diferenciacion del sistema radical bajo condiciones in vitro, no es econOmicamente
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costeable, por lo que en algunas empresas se ha sustituido esta fase del proceso

por el enraizamiento de brotes en camaras de humidificacion.

3. ACLIMATACION

El mayor porcentaje de pérdidas de plantulas producidas in vitro, ocurre en su
fase de transferencia al suelo cuando deben adaptarse a las nuevas condiciones
del ambiente exterior. Casi todo el esfuerzo invertido durante el cultivo de tejido se
perdera si las plantas que regeneran sus tejidos mueren cuando se intentan
desarrollarse en un ambiente que inicialmente puede resultar desfavorable

(Segovia y Laing, 1991).

La aclimatacién es un proceso de adaptacion de un organismo a un cambio de
ambiente (Brainerd y Fuchigami, 1981). Segun Bonga y Von Anderkas (1992), las
plantas micropropagadas generalmente son susceptibles al trasplante debido a
gue en condiciones in vitro, ellas son mixotroficas en su modo de nutricion,

aparentemente altera el uso de carbohidratos y la fijacion de CO2.

4. MICROPROPAGACION DE Swietenia macrophylla King (Caoba)

Se hace esfuerzos para propagar especies maderables tropicales de interés
mundial como Swietenia macrophylla King . Conocida como la caoba (Mesén et

al., 1992) de la que muy poco se conoce.

E. Biotecnologia y su aplicacion al manejo de espec  ies forestales

a. LA CRIOCONSERVACION Y EL ALMACENAMIENTO IN VITRO

Esta técnica podria tener alguna aplicacion practica como estrategia
complementaria de conservacién, pero solo en caso de poblaciones bien
estudiadas recalcitrantes (Haines, 1994). La crioconservacion es aplicable
principalmente en los programas de mejoramiento que se estén implementando,
sin embargo, requiere mucha mas atencion como un meétodo para arrestar la fase

juvenil y de esta forma poder tener ganancias genéticas que nos ofrece la
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silvicultura clonal. Ademas, con el énfasis continuo en los programas cooperativos
de mejoramiento de las especies forestales en los paises tropicales, el
intercambio internacional de materiales sera cada vez mas importante, a medida
que los programas de mejoramiento y de conservacion de los programas de

recursos fitogeneticos forestales avancen (Haines, 1994).

b. INGENIERIA GENETICA

El éxito de la aplicacion de la ingenieria genética involucra muchos elementos: la
identificacion y clonaciéon de gen de interés; la adicion de secuencias de este gen
gque promueve su expresion apropiada, la incorporacion de un gen marcador o de
seleccién; la transferencia a un tejido competente, para la transformacion y
regeneracion (Haines y Martin, 1995). En la actualidad, se estan desarrollando
varios proyectos con especies de arboles forestales, y la transformacién de una
nueva especie con genes extrafios actualmente disponibles que inducen la
resistencia a insectos o herbicidas dependera de la capacidad de regeneracion de

plantas completas, a partir de las células transformadas (Haines, 1995).

c. FUSION DE PROTOPLASTOS

Los protoplastos son adecuados para diferentes manipulaciones genéticas que no
serian posibles con plantas o células intactas debidos a que son componentes
vivos de las células vegetales que estan rodeados solo por la ventana plasmatica
(Szabados, 1991) vy los hibridos de especies forestales con incompatibilidad
sexual podrian ser de gran importancia en las plantaciones de especies
industriales (Haines y Martin, 1995). Estos trabajos de investigacion permiten
regenerar plantas a partir de protoplastos provenientes de suspensiones

celulares.

d. MARCADORES MOLECULARES

Los marcadores moleculares tienen aplicaciones importantes en la investigacion
relacionada con los programas avanzados de mejoramiento de las especies

industriales, para el mantenimiento de estructuras de poblaciones y donde
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ademas puedan aplicarse las técnicas de silvicultura clonal (Haines, 1994). En
Meliaceas, se estan realizando algunos estudios en poblaciones naturales, con el

objetivo de caracterizar la diversidad genética (Patifio, 1997).
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. MATERIALES Y METODOS

A. Localizacion del proyecto

La presente investigacion se la realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia, situado
en los predios centrales del Campus Manuel Haz Alvares de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo, ubicado en la Av. Quito en el Km 1.5 en la via

Quevedo- Santo Domingo de los Tsachilas.

B. Materiales

1. MATERIAL VEGETATIVO

Se utilizaron yemas terminales de Swietenia macrophylla King (Caoba),
extraidas de plantas de seis meses de edad, las cuales fueron recolectadas en la
Estacion Experimental Boliche del Instituto Nacional Autbnomo de Investigaciones
Agropecuaria del Ecuador (INIAP), ubicado en la Provincia del Guayas.

2. EQUIPOS

Agitador calentador magnético
Autoclave

Balanza

Camara de flujo laminar
Camara fotogréafica

Destilador de agua
Peachimetro

Potenciometro

Refrigerador grande
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3. MATERIALES DE LABORATORIO

Agua destilada
Bisturi

Cajas petri
Frasco de vidrio
Guantes
Mascarilla
Mechero

Pinza

Pipetas

Tijeras

Tubos de ensayo
Vasos de precipitacion

. REACTIVOS

Acido Clorhidrico

Acido Indolbutirico (AIB)
Acido Naftaleno Acético (ANA)
Alcohol

Agar

Bencilaminopurina (BAP)
Fuentes de Hierro

Fungicida (Agrimicin y benlate)
Hidroxido de Sodio

Hipoclorito de Calcio

L- cysteina

Macronutrientes
Micronutrientes

Tween 80

Vitaminas
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C. Metodologia

En la presente investigacion se utilizd la metodologia de micropropagacion
propuesta por Cruz (2001), basada en propagacion in vitro con modificaciones, la
cual consistid en utilizar yemas terminales jovenes de tres semanas de edad,

previamente seleccionados por sus caracteristicas fenoldgicas.

La investigacion se realizo en tres fases experimentales:

1. Fase de establecimiento
2. Fase de multiplicacion

3. Fase de enraizamiento

1. FASE DE ESTABLECIMIENTO

Las plantulas mantenidas en invernadero fueron fumigadas dos veces por
semana con una mezcla de Agrimicin y Benlate (estreptomicina y benomil,
respectivamente) 1 g L™ de cada uno, para asegurar una mayor sanidad de los

materiales.

Se utilizaron cuatro frascos con 100 cc de agua cada uno, en el primero se coloco
las yemas que fueron cortadas en el invernadero para evitar deshidratacion, las
mismas fueron pasadas al segundo frasco con 100 cc agua destilada mas dos
gotas de Tween 80, y luego fueron enjuagadas con agua destilada estéril y
colocadas en el tercer frasco con el hipoclorito de calcio, a diferentes

concentraciones, dependiendo del tratamiento correspondiente.

Se realizo tres enjuagues con agua esterilizada consecutivamente, en el cuarto
frasco que contenia Gentamicina a una concentracion de 20 mg, se colocaron los
explantes durante 20 minutos, esta Ultima desinfeccidn se realizdé dentro de la
camara de flujo laminar para que haya menor contaminacién, posteriormente se
colocaron las plantulas sobre una caja petri, en cuyo interior se colocdé con
anterioridad una papel absorbente, para eliminar el exceso de agua, luego se

elimind con el bisturi 0.1 cm las partes terminales y basales de las yemas, para
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después ser colocadas dentro del tubo de ensayo con el medio de cultivo
respectivo, durante 21 dias.

Esta metodologia utilizada en la investigacion fue la que utilizé (Abdelnour et al.,
2004), pero modificada, la cual consistio en utilizar bajas concentraciones de
hipoclorito de calcio.

2. FASE DE MULTIPLICACION

Una vez trascurridos los 21 dias se procedio al trasplante de aquellos explantes
que no presentaron contaminacion microbiana, lo cual se realizé dentro de la
camara de flujo laminar para lograr el desarrollo de brotes de caoba, los tubos de
ensayo se colocaron en el cuarto de crecimiento, bajo un fotoperiodo de 16 horas
luz y 8 de oscuridad, con lamparas fluorescentes de 20 y 40 Watts.

Cabe sefnalar que, en esta fase de la investigacion se utilizaron concentraciones
de Citoquinina y auxina, (Gupta et al., 1980 y Nadguada et al., 1997), con

modificaciones.

3. FASE DE ENRAIZAMIENTO

Para el enraizamiento in vitro, los brotes producidos durante la multiplicacion
(brote apical mas dos nudos) fueron transferidos al medio de cultivo basico fresco,
con la concentracion de sales reducida a la mitad (MS/2), y complementada con
Acido indolbutirico (AIB).

Los materiales del Laboratorio que se emplearon para la propagacion in vitro de
caoba fueron esterilizados en el autoclave All American a una temperatura de
121° C por 15 min y el agua destilada a 121° C por 20 min. La inoculacion y las
transferencias de las yemas terminales de caoba se lo realizaron en la camara de
flujo laminar, la misma que fue desinfectada con alcohol al 70% y con luz
ultravioleta durante 20 min. El medio de cultivo usado fue un MS (Murashige y
Skoog, 1962), el cudl fue esterilizado con vitrofural a 0.116 mg L™ dejando en la

zona de almacenamiento en forma hermética durante 48 horas para luego ser
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utilizado en sus distintas fases. El pH de los medios de cultivo fue ajustado a 5.7,
antes de ser esterilizado.

D. Tratamientos

La presente investigacion esti orientada a determinar las condiciones para la

propagacion in vitro. Para la cual se formularon los siguientes tratamientos:

1. FASE DE ESTABLECIMIENTO

Se examinaron diferentes tipos de concentraciones de Hipoclorito de Calcio a
distintos tiempos para medir el nivel de eficacia en la desinfeccion de los

explantes.

Se usaron 2 gotas de Tween en 100cc de agua destilada por 2 min y diferentes
dosificaciones de hipoclorito de calcio (10 y 15 g) en 100 cc de agua destilada en
inmersion a distintos tiempos (10, 15, 20 min), seguido de tres enjuagues del
material vegetal con agua esterilizada. Inmediatamente fueron sumergidos en una
concentracion de Gentamicina durante 20 min, en la camara de flujo laminar con
el fin de reducir la contaminacion para finalmente ser sembrados en tubos de

ensayo en un medio de cultivo simple (Cuadro 1y 2).

Cuadro 1. Factores y niveles utilizados en el experimento durante la fase de
establecimiento.

Factor Niveles
_ _ _ 10 g de hipoclorito de calcio
A Hipoclorito de calcio : : :
15 g hipoclorito de calcio
10 minutos
B Tiempo de Exposicion 15 minutos
20 minutos
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Cuadro 1. Combinaciones y Tratamientos utilizados del experimento durante la fase
de establecimiento.

Combinacion

Factor (AxB) Tratamientos

Tratamientos

1 A1B; 10 g hipoclorito de calcio por 10 min
2 A1B; 10 g hipoclorito de calcio por 15 min
3 A;1B3 10 g hipoclorito de calcio por 20 min
4 AzB, 15 g hipoclorito de calcio por 10 min
5 AzB; 15 g hipoclorito de calcio por 15 min
6 AzB3 15 g hipoclorito de calcio por 20 min

2. FASE DE MULTIPLICACION

Esta fase consisti6 en determinar la capacidad de produccion de brotes del
explante, para lo cual se evalud la mejor concentracién de citoquininas (1, 2y 3
mg) y auxinas (0.5 y 1 mg) a utilizar en el periodo de multiplicacion. Para ello se
tomaron vitroplantas de 1 a 2 cm de tamafio procedentes del periodo de
establecimiento con una edad de tres a cuatro semanas, las cuales fueron
transferidas a un medio de cultivo con diferentes concentraciones de hormona de
crecimiento, Bencilaminopurina (BAP) y Acido Indolbutirico (AIB), en tubos de

ensayo durante 21 dias a una temperatura entre 23 - 25° C (Cuadro 3y 4).

Para esta fase se utilizo el medio propuesto por Murashige & Skoog (1962), con
los nitratos al 50 % de la concentracién de las sales mas 20 g sacarosa, 3.5 g L™
agar, 1 ml de gentamicina, vitrofural 0.116 g L* y el pH 5,7 antes de su
solidificacion.
Cuadro 3. Factores y niveles utilizados en el experimento durante la fase de
multiplicacion.
Factor Niveles
1 mg L™ (BAP)
A Bencilaminopurina (BAP) 2 mg L™ (BAP)
3mg L* (BAP)
0.5 mg L™ (AIB)

B Acido Indolbutirico (AIB) .
1 mgL~ (AIB)
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Cuadro 4. Combinaciones y Tratamientos utilizados del experimento durante la fase
de multiplicacién.

Tratamientos Combinacién Tratamientos
Factor (AxB)

1 A:B; 1 mgL1BAP+0,5 mgL™'AIB
2 A1B; 1 mgL1BAP+1 mgL™" AIB
3 AsB; 2 mgL!BAP +0,5 mgL? AIB
4 AsB; 2 mgL! BAP+1 mgL* AIB

\ 5 AsB; 3 mgL*BAP+0,5 mgL"* AIB
6 AsB; 3 mgL'BAP+1 mgL* AIB

3. FASE DE ENRAIZAMIENTO

El enraizamiento in vitro fue evaluados utilizando los brotes con una altura de 3
cm, después de haber permanecido 21 dias los mejores explantes en la fase de
multiplicacion de brotes en un habitat adecuado, las mejores vitroplantas fueron
transferidos para su desarrollo de callos y posterior a su enraizamiento a un
medio que contienen una hormona de enraizamiento, Acido Indolbutirico (AIB)
que se encuentran en tubos de ensayo cerrado herméticamente, para luego ser

evaluado a los 21 dias de su establecimiento (Cuadro 5).

Para esta fase se utilizd el medio propuesto por Murashige & Skoog (1962), con
los nitratos al 50% de la concentracién de las sales mas 10 g sacarosa, 3.5 g L™

agar, vitrofural 0.116 g L™ y el pH 5,7 antes de su solidificacion.

Cuadro 5. Concentracion hormonal de los tratamientos aplicados en la
fase de enraizamiento.

Tratamientos Concentracion hormonal
1 1 mgL!AIB
2 1.5 mgL™* AIB
3 2 mgLtAIB
4 2.5 mg L' AIB
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E. Disefo experimental

1. FASE DE ESTABLECIMIENTO

En la fase de establecimiento se realizd un disefio experimental completamente al
azar (DCA) con arreglo factorial 2x3 con 4 repeticiones y 5 observaciones por
unidad experimental completando un total de 120 unidades experimentales. La
obtencion del andlisis de varianza y separacion de medias al 95% de probabilidad

se realiz6 mediante el programa estadistico MSTAC.

Cuadro 6. Esquema del analisis de varianza de la fase de
establecimiento

Fuente de Grados de libertad
variacion
Factor a a-1 1
Factor b b-1 2
Ab (a-1) (b-1) 2
Error (ab) (r-1) 18
Total -1 23

Para establecer diferencias estadisticas entre tratamientos se utilizé la Prueba de
Rangos Mdultiples de Tukey (P=0,05). Los datos con valores cero fueron

transformados con la siguiente formula:

Jx+ 0,5
2. FASE DE MULTIPLICACION

En la fase de multiplicacion se realiz6 un disefio experimental completamente al
azar (DCA) con arreglo factorial 3x2 con 4 repeticiones y 5 observaciones por
unidad experimental completando un total de 120 unidades experimentales. La
obtencion del andlisis de varianza y separacion de medias al 95% de probabilidad

se realizd con ayuda del programa estadistico MSTAC.
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Cuadro 7. Esquema del andlisis de varianza de la fase de

multiplicacion

Fuente de
variacion
Factor a
Factor b
Ab
Error
Total

Grados de libertad

a-1 2
b-1 1
(a-1) (b-1) 2
(ab) (r-1) 18
rr—1 23

Para establecer diferencias estadisticas entre tratamientos se utilizé la Prueba de

Rangos Multiples de Tukey (P=0,05). Los datos con valores cero fueron

transformados con la siguiente formula:

4. FASE DE ENRAIZAMIENTO

Jx+ 0,5

En esta fase de enraizamiento se utilizd, un disefio completamente al azar (DCA)

con 4 tratamientos y 4 repeticiones y 5 observaciones por unidad experimental. La

obtencion del andlisis de varianza y separacion de medias al 95% de probabilidad

se realizd con el programa estadistico MSTAC.

Cuadro 8. Esquema del analisis de varianza de la fase de

enraizamiento

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamiento t-1 3
Error t(r-1) 12

Total -1 15

Para establecer diferencias estadisticas entre tratamientos se utilizé la Prueba de

Rangos Mdltiples de Tukey (P=0,05). Los datos con valores cero fueron

transformados con la siguiente formula:

Jx+ 0,5
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F. Mediciones experimentales

1. FASE DE ESTABLECIMIENTO

a. Explantes contaminados

La evaluacién de los explantes contaminados se realiz6 mediante la

observacion directa a los 21 dias, de haber establecido el experimento.

b. Explantes quemados

El nUmero de explantes quemados se registr6 mediante la observacion
periddica de los explantes cada semana hasta los 21 dias, de establecido

el ensayo.

c. Explantes vivos

Los explantes vivos se evaluaron a los 21 dias del establecimiento.
2. FASE DE MULTIPLICACION
a. Explantes Contaminados
En esta variable se evalud la contaminacion por hongos y bacterias, a los
21 dias de establecidos los explantes en el medio de multiplicacion,
mediante observacién directa.

b. Explantes quemados

Se evaluaron los brotes que adquirieron una coloracion café, a los 21 dias

de haber sido establecido el ensayo.

c. Explantes vivos

Se determiné a los 21 dias después de haber sido transferido los brotes

en el medio de multiplicacion.
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d.

Numeros de brotes por explante

El registro del nimero de brotes por explante, se realizé a los 21 dias,

cuantificando la cantidad de brotes por cada vitroplanta.
Longitud de los brotes
Se utilizé una regla graduada en centimetros con aproximaciones al

milimetro para medir la longitud de los brotes, este fue evaluado a los 21

dias de establecido el ensayo.

3. FASE DE ENRAIZAMIENTO

a.

b.

C.

d.

Explantes contaminados

Después que permanecieron 21 dias los mejores explantes en el medio
de enraizamiento derivamos a evaluar visualmente tanto la contaminacion

por hongos y bacterias,
Explantes quemados

Esto se lo realizo a través de la observacion visual de los explantes que
presentan un café oscuro, posterior a los 21 dias de estar en el medio de

enraizamiento.
NUmero de raices

Esto se lo realiz6 mediante la observacién directa en cada uno de los

explantes, considerando la existencia de cada una de ellas.
Longitud de raices

Se utilizé una regla graduada en centimetros con aproximaciones al
milimetro, tomando la longitud desde la base del explante hasta el término

de la raiz apical.

28



e. Numeros de brotes por explante

El registro del nimero de brotes se lo realizo de forma visual a los 21 dias

después de haber permanecido en el medio de enraizamiento.
f. Longitud de brotes

Posteriormente que han permanecieron 21 dias en el medio de
enraizamiento se procedié a medir con una regla graduada en centimetros

con aproximaciones al milimetro.
g. Explantes vivos

Los explantes vivos se evaluaron a los 21 dias del establecimiento.
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V. RESULTADOS

En base al analisis realizado en los experimentos de la presente investigacion se

obtuvieron los siguientes resultados:

A. Fase de establecimiento

1. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE CONTAMINACION POR B ACTERIA
EN LA PROPAGACION CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King
(Caoba)

a.

b.

Hipoclorito de calcio Ca(CIO)

En el efecto simple del Ca(CIO), en la variable contaminacion por bacteria,
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos utilizados,
alcanzando el promedio mas alto de contaminacion cuando se utilizo la
concentracion de 10 g y el mas bajo a 15 g de hipoclorito de calcio
Ca(ClO), (Cuadro 9).

Tiempo de exposicion
Para el efecto simple del tiempo de exposicidén en la variable contaminacién

por bacteria, no existié diferencia significativa en ningun nivel evaluado, los

promedios se muestran en el Cuadro 9.
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Cuadro 9. Promedios del efecto simple de los factor es, hipoclorito de
calcio y tiempo de exposicion en la variable contam inacién por
bacteria en la Propagacion clonal in vitro de Swietenia
macrophylla King (Caoba), a los 21 dias de establecido el
ensayo (UTEQ 2011).

Contaminaciéon

Efecto simple oor Bacteria

Al. Hipoclorito de calcio 10 g 0.317 a
A2. Hipoclorito de calcio 15 g 0.150 b
B1l. Tiempo de exposicion 10 min 0.325 a
B2. Tiempo de exposicion 15 min 0.175 a
B3. Tiempo de exposicion 20 min 0.200 a
CV. % 12.07

* Promedio con letras iguales no presenta diferenc  ias significativas segun
Tukey al 0,05% de probabilidad.

c. Interaccion de los factores hipoclorito de calci 0 por tiempo de exposicion
en la Propagacion clonal in vitro de Swietenia macrophylla King (Caoba)

La interaccion de los factores hipoclorito de calcio por tiempo de exposicion
no mostraron diferencias significativa, a los 21 dias establecido el
experimento. El coeficiente de variacion fue 12,07% (Anexo 1).

2. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE CONTAMINACION POR H ONGOS EN
LA PROPAGACION CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King
(Caoba)

a. Hipoclorito de calcio Ca(CIO) »
En el efecto simple del hipoclorito de calcio para la variable contaminacion
por hongos, se hallaron diferencias altamente significativas entre los

tratamientos utilizados, obteniendo el promedio mas alto de contaminacion

en la concentracion de 10 g y el mas bajo a 15 g Ca(ClO),. (Cuadro 10).
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b. Tiempo de exposicién

C.

Para el efecto simple del tiempo de exposicion en la variable contaminacion
por hongos, existio diferencias significativas para los niveles evaluados,
siendo el promedio mas alto a los 15 y 10 minutos de exposicion
respectivamente y el mas bajo a los 20 minutos (Cuadro 10).

Cuadro 10. Promedios del efecto simple de los facto  res, hipoclorito de calcio
y tiempo de exposicion en la variable contaminacion por hongos
en la Propagacion clonal in vitro de Swietenia macrophylla King
(Caoba), a los 21 dias establecido el ensayo (UTEQ  2011).

Efecto simple Contaminacion

por Hongos
Al. Hipoclorito de calcio 10 g 0.417 a
A2. Hipoclorito de calcio 15 g 0.083 b
B1. Tiempo de exposicion 10 min 0.225 a
B2. Tiempo de exposicion 15 min 0.400 a
B3. Tiempo de exposicion 20 min 0.125b
CV. % 10.07

* Promedio con letras iguales no presenta diferenc  ias significativas segun

Tukey al 0,05% de probabilidad.

Interaccion de los factores hipoclorito de calci 0 por tiempo de
exposicion en la Propagacion clonal  in vitro de Swietenia macrophylla
King (Caoba)

En la interaccion de los factores hipoclorito de calcio por tiempo de
exposicion se mostraron diferencias significativa, a los 21 dias de
establecido el experimento. El mejor promedio se lo observé en el
Tratamiento T6 (10 g de Ca(ClO), en un tiempo de 20 min). El coeficiente

de variacion fue 10,07% (Anexo 2).
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3. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE QUEMADOS EN LA PROP AGACION
CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King (Caoba)

a. Hipoclorito de calcio Ca(CIO) »

b.

Para el efecto simple del Ca(ClO), en la variable contaminacion por
guemados no hubo diferencias significativas para los niveles evaluados,
(Cuadroll).

Tiempo de exposicidon

Para el efecto simple del tiempo de exposicion en la variable contaminacion
por quemados no existié diferencia significativa para los niveles evaluados,

los promedios se muestran en el Cuadro 11.

Cuadro 11. Promedios del efecto simple de los facto  res, hipoclorito de
calcio y tiempo de exposicion en la variable Quemad  os en
la Propagacién clonal in vitro de Swietenia macrophylla
King (Caoba), a los 21 dias establecido el ensayo (UTEQ
2011).

Contaminacioén

Efecto simple por Quemados

Al. Hipoclorito de calcio 10g 0.050 a
A2. Hipoclorito de calcio 159 0.083 a
B1. Tiempo de exposicion 10min 0.050 a
B2. Tiempo de exposicion 15min 0.100 a
B3. Tiempo de exposicion 20min 0.050 a
CV. % 8.20

* Promedio con letras iguales no presenta diferenc ias significativas segun
Tukey al 0,05% de probabilidad.
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C.

Interaccion de los factores hipoclorito de calci 0 por tiempo de
exposicidn en la Propagacion clonal  in vitro de Swietenia macrophylla
King (Caoba)

En la interaccion de los factores hipoclorito de calcio por tiempo de
exposicion existio diferencia significativa, obteniendo en el tratamiento 5 el
promedio mas alto 0.2% (10 g de Ca(CIlO), en un tiempo de 15 min). En
los niveles evaluados, a los 21 dias establecido el experimento. El

coeficiente de variacion fue 8.20% (Anexo 3).

4. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE VIVOS EN LA PROPAGA CION

CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King (Caoba)

a. Hipoclorito de calcio Ca(CIO)

Para el efecto simple de esta variable, se hallaron diferencias altamente
significativas entre los niveles utilizados, alcanzando el promedio mas alto
de sobrevivencia cuando se utilizé la concentracién de 15 g y el mas bajo
a 10 g de Ca(ClO), (Cuadro 12).

b. Tiempo de exposicion
Para el efecto simple del tiempo de exposicion en la variable vivos no

existio diferencia significativa para los niveles evaluados, los promedios

se muestran en el Cuadro 12.
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Cuadro 12. Promedios del efecto simple de los facto  res, hipoclorito de calcio
y tiempo de exposicion en la variable vivos en la P ropagacion
clonal in vitro de Swietenia macrophylla King (Caoba), a los 21
dias establecido el ensayo (UTEQ 2011).

Efecto simple Vivos
Al. Hipoclorito de calcio 10 g 0.217 a
A2. Hipoclorito de calcio 15 g 0.617 b
B1l. Tiempo de exposicion 10 min 0.350 a
B2. Tiempo de exposicion 15 min 0.300 a
B3. Tiempo de exposicion 20 min 0.600 a
CV. % 13.26

* Promedio con letras iguales no presenta diferenc  ias significativas segun
Tukey al 0,05% de probabilidad.

c. Interaccion de los factores hipoclorito de calci 0 por tiempo de
exposicién en la Propagacion clonal  in vitro de Swietenia macrophylla
King (Caoba)

En la interaccion de los factores hipoclorito de calcio por tiempo de
exposicién se mostraron diferencia significativa, a los 21 dias establecido el
experimento. El promedio mas alto en esta variable fue el tratamiento T6
(15 g de Ca(ClO), por 20 min), donde se obtuvo la mayor cantidad de
explantes vivos y el mas bajo fue el tratamiento T2 (10 g de Ca(CIlO), por

15 min). El coeficiente de variacion fue 13,26% (Anexo 4).

5. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE NUMERO DE BROTES EN LA
PROPAGACION CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King
(Caoba)

a. Hipoclorito de calcio Ca(CIO)

Para el efecto simple del Ca(ClO), en la variable numero de brotes, se
encontraron diferencias significativas entre los niveles evaluados,

alcanzando el promedio mas alto de induccién de brotes cuando se utilizd
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la concentracién de 15 g y la méas baja cuando se utilizé 10 g de Ca(ClO),
(Cuadro 13).

b. Tiempo de exposicion

Para el efecto simple del tiempo de exposicion en la variable nimero de
brotes no hubo diferencia significativas para los niveles evaluados, los

promedios se muestran en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Promedios del efecto simple de los facto  res, hipoclorito de
calcio y tiempo de exposicion en la variable nimero de
brotes en la Propagacién clonal in vitro de Swietenia
macrophylla King (Caoba), a los 21 dias establecido el
ensayo (UTEQ 2011).

: Numero de

Efecto simple Brote
Al. Hipoclorito de calcio 10 g 0.300 b
A2. Hipoclorito de calcio 15 g 0.533 a
B1. Tiempo de exposicion 10 min 0.500 a
B2. Tiempo de exposicion 15 min 0.300 a
B3. Tiempo de exposicion 20 min 0.450 a
CV. % 15.50

* Promedio con letras iguales no presenta diferenc ias significativas
segun Tukey al 0,05% de probabilidad.

c. Interaccion de los factores hipoclorito de calci 0 por tiempo de
exposicion en la Propagacion clonal in vitro de Swietenia

macrophylla King (Caoba)

En la interacciéon de los factores hipoclorito de calcio por tiempo de
exposicion mostraron diferencia significativa, a los 21 dias establecido el
experimento. El mejor promedio se obtuvo en tratamiento T6 (15 g de
Ca(ClO), por 20 min), donde obtuvo la mayor cantidad de explantes vivos
y en menor promedio fue para el tratamiento T2 (10 g de Ca(CIO), por 15
min). El coeficiente de variaciéon fue 15.50% (Anexo 5).
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6. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE LONGITUD DE BROTES EN LA
PROPAGACION CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King
(Caoba)

a. Hipoclorito de calcio Ca(CIO)

Para el efecto simple en la variable longitud de brotes, se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos utilizados, la concentracion
qgue logré el promedio mas alto para el crecimiento de brotes fue de 15 gy
la mas baja se presenté a los 10 g de Ca(ClO), (Cuadro 14).

b. Tiempo de exposicion

Para el efecto simple del tiempo de exposicién en la variable longitud de
brotes no hubo diferencia significativa para los niveles evaluados, los

promedios se muestran en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Promedios del efecto simple de los facto res, hipoclorito de
calcio y tiempo de exposicion en la variable longit ud de
brotes en la Propagacion clonal in vitro de Swietenia
macrophylla King (Caoba), a los 21 dias establecido el ensayo
(UTEQ 2011).

. Longitud de

Efecto simple Brotes
Al. Hipoclorito de calcio 10g 0.057 b
A2. Hipoclorito de calcio 159 0.133 a
B1. Tiempo de exposicion 10min 0.115a
B2. Tiempo de exposicion 15min 0.087 a
B3. Tiempo de exposicion 20min 0.082 a
CV. % 7.22

* Promedio con letras iguales no presenta diferenc  ias significativas segin
Tukey al 0,05% de probabilidad.
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c. Interaccion de los factores hipoclorito de calci 0 por tiempo de
exposicién en la Propagacion clonal  in vitro de Swietenia macrophylla
King (Caoba)

En la interaccion de los factores hipoclorito de calcio por tiempo de
exposicibn no se mostraron diferencia significativa, a los 21 dias
establecido el experimento. Un alto efecto obtuvo el tratamiento T5 (15 g
de Ca(CIO), por 15 min), y en menor resultado lo obtuvo el T2 (10 g de

Ca(ClO), por 15 min). El coeficiente de variacion fue 7,22% (Anexo 6).
B. Fase de multiplicacion

1. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE CONTAMINACION POR B ACTERIA
EN LA PROPAGACION CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King
(Caoba)

a. Bencilaminopurina (BAP)

En el efecto de la concentracion BAP en la variable contaminacion por
bacteria, no existi0 diferencia significativa para los niveles evaluados, los

promedios se muestran en el Cuadro 15.

b. Acido indolbutirico (AIB)
Para el efecto la hormona AIB en la variable contaminacion por bacteria
existio diferencia significativa para los niveles evaluados, alcanzando los

promedios mas altos de contaminacién la concentracién 0.5 mg L™ de AIB

y el méas bajo fue para 1 mg L™ (Cuadro15).
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Cuadro 15. Promedios del efecto simple de los facto res, BAP y AIB en la
variable contaminacién por bacteria en la Propagaci  6n clonal in
vitro de Swietenia macrophylla King (Caoba), a los 21 dias
establecido el ensayo (UTEQ 2011).

Contaminaciéon

Efecto simple por bacteria

Al. Bencilaminopurina (BAP) 1 mg 0.225a
A2. Bencilaminopurina (BAP) 2 mg 0.100 a
A3. Bencilaminopurina (BAP) 3 mg 0.250 a
B1. Acido Indolbutirico (AIB) 0.5 mg 0.283 a
B2. Acido Indolbutirico (AIB) 1.0 mg 0.100 b
CV. % 12.78

* Promedio con letras iguales no presenta diferenc ias significativas segun
Tukey al 0,05% de probabilidad.

c. Interaccion de los factores BAP y AIB en la Prop  agacion clonal in vitro

de Swietenia macrophylla King (Caoba)

En la interacciéon de los factores BAP y AIB no mostraron diferencia
significativa, a los 21 dias establecido el experimento. El coeficiente de

variacion fue 12,78% (Anexo 7).

2. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE CONTAMINACION POR HONGOS EN
LA PROPAGACION CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King
(Caoba)

a. Bencilaminopurina (BAP)
El efecto simple la concentracion de BAP, variable contaminacion por

hongos no existio diferencia significativa para los niveles evaluados, los

promedios se muestran en el Cuadro 16.
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b. Acido Indolbutirico (AIB)

Para el efecto simple de la solucion AIB, en la variable contaminacion por
hongos no existi6é diferencia significativa para los niveles evaluados, los

promedios se muestran en el Cuadro 16.

Cuadro 16. Promedios del efecto simple de los facto res, BAP y AIB en la
variable contaminacién por hongos en la Propagacion clonal
in vitro de Swietenia macrophylla King (Caoba), a los 21 dias
establecido el ensayo (UTEQ 2011).

Efecto simple Contaminacion

por hongos
Al. Bencilaminopurina (BAP) 1 mg 0.400 a
A2. Bencilaminopurina (BAP) 2 mg 0.150 a
A3. Bencilaminopurina (BAP) 3 mg 0.475 a
B1. Acido Indolbutirico (AIB) 0.5 mg 0.300 a
B2. Acido Indolbutirico (AIB) 1.0 mg 0.383 a
CV. % 18.92

* Promedio con letras iguales no presenta diferenc  ias significativas segun
Tukey al 0,05% de probabilidad

c. Interaccion de los factores BAP y AIB en la Pro  pagacion clonal in vitro

de Swietenia macrophylla King (Caoba)
La interaccién de las concentraciones de los factores hormonales de BAP y

AIB no mostraron diferencias significativa, a los 21 dias establecido el

ensayo. El coeficiente de variacion fue 18.92% (Anexo 8).
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3. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE QUEMADOS EN LA PRO PAGACION
CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King (Caoba)

a. Bencilaminopurina (BAP)

Para el efecto simple de la solucion de BAP variable quemados no hubo
diferencia significativa para los niveles evaluados, los promedios se

muestran en el Cuadro 17.

b. Acido indolbutirico (AIB)

Para el efecto simple de la concentracion AIB en la variable quemados no
existio diferencia significativa para los niveles evaluados, los promedios se
muestran en el Cuadro 17.

Cuadro 17. Promedios del efecto simple de los facto  res, BAP y AIB en la
variable Quemados, en la Propagaciéon clonal in vitro de
Swietenia macrophylla King (Caoba), a los 21 dias establecido
el ensayo (UTEQ 2011).

Contaminacioén

Efecto simple
por quemados

Al. Bencilaminopurina (BAP) 1 mg 0.050 a
A2. Bencilaminopurina (BAP) 2 mg 0.075a
A3. Bencilaminopurina (BAP) 3 mg 0.000 a
B1. Acido Indolbutirico (AIB) 0.5 mg 0.033 a
B2. Acido Indolbutirico (AIB) 1.0 mg 0.050 a
CV. % 7.49

* Promedio con letras iguales no presenta diferenc  ias significativas segun
Tukey al 0,05% de probabilidad.
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c. Interaccion de los factores BAP y AIB en la Prop  agacion clonal in vitro

de Swietenia macrophylla King (Caoba)

En la interacciéon de las soluciones hormonales de BAP y AIB no mostraron
diferencia significativa, en los niveles evaluados, a los 21 dias establecido
el ensayo. El coeficiente de variacion fue 7.49% (Anexo 9).

4. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE VIVOS EN LA PROPAGA CION
CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King (Caoba)

a. Bencilaminopurina (BAP)
En el efecto simple la concentracion de BAP en la variable vivos no existio
diferencia significativa para los niveles evaluados, los promedios se
muestran en el Cuadro 18.

b. Acido Indolbutirico (AIB)
Para el efecto simple de la solucion AIB en la variable vivos no existio

diferencia significativa para los niveles evaluados, los promedios se

muestran en el Cuadro 18.
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Cuadro 18. Promedios del efecto simple de los facto  res, BAP y AIB en
la variable vivos en la Propagacion clonal in vitro de
Swietenia macrophylla King (Caoba), a los 21 dias
establecido el ensayo (UTEQ 2011).

Efecto simple Vivos
Al. Bencilaminopurina (BAP) 1 mg 0.350 a
A2. Bencilaminopurina (BAP) 2 mg 0.675 a
A3. Bencilaminopurina (BAP) 3 mg 0.400 a
B1. Acido Indolbutirico (AIB) 0.5 mg 0.433 a
B2. Acido Indolbutirico (AIB) 1.0 mg 0.517 a
CV. % 14.86

* Promedio con letras iguales no presenta diferenc  ias significativas segun
Tukey al 0,05% de probabilidad.

c. Interaccion de los factores BAP y AIB en la Prop  agacion clonal in vitro

de Swietenia macrophylla King (Caoba)

En la interaccién de las concentraciones de las hormonas BAP y AIB no
mostraron diferencia significativa, a los 21 dias establecido el ensayo. El

coeficiente de variacion fue 14,86% (Anexo 10.)

5. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE NUMERO DE BROTES EN LA
PROPAGACION CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King
(Caoba).

a. Bencilaminopurina (BAP)
El efecto simple de la concentracion de BAP en la variable numero de

brotes, no existi6 diferencia significativa para los niveles evaluados, los

promedios se muestran en el Cuadro 19.
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b. Acido indolbutirico (AIB)

C.

Para el efecto simple de la solucién AIB en la variable nimero de brotes

no hubo diferencia significativa para los niveles evaluados, los promedios

se muestran en el Cuadro 19.

Cuadro 19. Promedios del efecto simple de los facto
variable nimero de brotes en la Propagacion clonal
Swietenia macrophylla King (Caoba), a los 21 dias establecido

el ensayo (UTEQ 2011).

res BAP y AIB en la
in vitro de

Efecto simple

NUmero de brotes

Al. Bencilaminopurina (BAP) 1 mg 0.375a
A2. Bencilaminopurina (BAP) 2 mg 0.675 a
A3. Bencilaminopurina (BAP) 3 mg 0.425 a
B1. Acido Indolbutirico (AIB) 0.5 mg 0.467 a
B2. Acido Indolbutirico (AIB) 1.0 mg 0.517 a
CV. % 15.81

* Promedio con letras iguales no presenta diferenci

segun Tukey al 0,05% de probabilidad.

Interaccion de los factores BAP y AIB en la Prop

vitro de Swietenia macrophylla King (Caoba)

as significativas

agacion clonal

in

En la interaccién de las concentraciones de las hormonas BAP y AIB no

mostraron diferencia significativa, a los 21 dias establecido el ensayo

(Anexo 11).
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6. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE LONGITUD DE BROTES EN LA
PROPAGACION CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King
(Caoba)

a. Bencilaminopurina (BAP)

Para el efecto simple de la accién de la hormona BAP en variable longitud
de brotes no hubo diferencia significativa, para los niveles evaluados, los

promedios se muestran en el Cuadro 20.

b. Acido Indolbutirico (AIB)

Para el efecto simple de la concentracion de AIB en la variable longitud de
brotes no existidé diferencia significativa para los niveles evaluados, los

promedios se muestran en el Cuadro 20.

Cuadro 20. Promedios del efecto simple de los facto res, BAP y AIB en la
variable longitud de brotes, en la Propagacion clon al in vitro de
Swietenia macrophylla King (Caoba), a los 21 dias establecido el
ensayo (UTEQ 2011).

Efecto simple Longitud de brotes
Al. Bencilaminopurina (BAP) 1 mg 0.082 a
A2. Bencilaminopurina (BAP) 2 mg 0.120 a
A3. Bencilaminopurina (BAP) 3 mg 0.094 a
B1. Acido Indolbutirico (AIB) 0.5 mg 0.96 a
B2. Acido Indolbutirico (AIB) 1.0 mg 0.102 a
CV. % 7.85

* Promedio con letras iguales no presenta diferenc ias significativas segun
Tukey al 0,05% de probabilidad.
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c. Interaccion de los factores BAP y AIB en la Prop  agacion clonal in vitro
de Swietenia macrophylla King (Caoba)

En la interaccion de las concentraciones de BAP y AIB no mostraron

diferencia significativa. El coeficiente de variacion fue 7,85% (Anexo 12).

C. Fase de Enraizamiento

1. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE CONTAMINACION POR B ACTERIA
EN LA PROPAGACION CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King
(Caoba)

En los resultados obtenidos de la varianza, en la variable contaminacién
por bacterias observamos que no existe diferencias significativas, entre los

diferentes tratamientos, el coeficiente de variacion fue 11,68% (Anexo 13).

2. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE CONTAMINACION POR H ONGOS EN
LA PROPAGACION CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King
(Caoba)

El analisis de varianza en la variable contaminacion por hongos mostré en
los resultados, que no hubo diferencias significativas en ninguno de los
tratamientos bajo estudio. El coeficiente de variacion fue 7.99 % (Anexo
14).

3. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE QUEMADOS EN LA PROP AGACION
CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King (Caoba)

El analisis de varianza para la variable quemados no existieron diferencias
estadisticas significativas en los tratamientos. El coeficiente de variaciéon
fue 12.02 % (Anexo 15).
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4. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE VIVOS EN LA PROPAGA CION
CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King (Caoba)

Para esta variable se obtuvo mediante el analisis de varianza que en
ninguno de los tratamientos no existieron diferencias estadisticas alguna.

El coeficiente de variacion fue 13.50 % (Anexo 16).

5. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE NUMERO DE BROTES EN LA
PROPAGACION CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King
(Caoba).

Después de haber realizado los estudios respectivos de varianza se
determind que no existieron diferencias estadisticas en ninguno de los
tratamientos bajo estudio, el coeficiente de variacion fue 20.16 % (Anexo
17).

6. EFECTO SIMPLE DE LA VARIABLE LONGITUD DE BROTES EN LA
PROPAGACION CLONAL IN VITRO DE Swietenia macrophylla King
(Caoba)

De los resultados obtenidos del andlisis de la varianza en la variable
longitud de brotes observamos que no existen diferencias entre las

concentraciones. El coeficiente de variacion fue 15.44 % (Anexo 18).
D. Analisis Econdmico
Se dedujo los costos de aplicacion de cada tratamiento sumando los valores de
los medios de cultivo, de las hormonas, insumos fitosanitarios, mano de obra,

agua, explantes, suministros, materiales indirectos y gastos administrativos
(Anexo 20).
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V. DISCUSION

La especie Swietenia macrophylla King (Caoba), es muy apreciada
principalmente por su alto valor econ0mico que posee ya que es una especie de
madera dura, veteada y de buen acabado en la construccion, también su corteza
y semillas se usan en el campo medicinal esto hace que sea una especie muy
requerida por los madereros y su explotacion masiva a hecho que se encuentre
actualmente en peligro de extincion. Por tal motivo se procedio a establecer una

metodologia que permita aumentar el nUmero de propagulos vegetativos.

La propagacion in vitro es una técnica que permite obtener plantas a partir de un
pequefio trozo de tejido que es cultivado in vitro, en condiciones estériles con la
utilizacion de tubos de ensayo hasta la finalizacién del proceso (INTA, 2003). La
mayor dificultad para el establecimiento de un protocolo de micropropagacion
radica en la edad del cultivo del cual se tomaran los explantes para el
establecimiento in vitro, por ello es necesario realizar trabajos de rejuvenecimiento
antes de su introduccion. La caoba es una especie que ha sido muy poco
trabajada mediante las técnicas de cultivo de tejidos, por ello no se encuentran

muchas referencias sobre el tema (Collado et al., 2004).

El éxito en la propagacion de una especie dependera de lograr la expresion de la
potencialidad celular total, es decir, que algunas células recuperen su condicién
meristematica. Para lograrlo, debe inducirse primero la desdiferenciacion y luego
la rediferenciacion celular (Revista de biotecnologia, 2011). La biotecnologia es
una herramienta bien justificada para la propagacién y la conservacion de

especies e individuos élites seleccionada.

El disefio de un protocolo de micropropagacion efectivo, pasa por la optimizacion
de cada una de las fases de la propagacion in vitro, desde el cultivo de las plantas
madre en el invernadero hasta la produccion de plantas adaptadas al entorno

ambiental.
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A. Fase de establecimiento.

Uno de los primordiales problemas del establecimiento in vitro de especies
lefiosas, es la contaminacidon microbiana de los explantes provenientes del
invernadero, en la Swietenia macrophylla King , se observd que el hipoclorito de
calcio, en las concentraciones evaluadas, fue efectivo para obtener el
establecimiento de los materiales bajo las condiciones del cultivo de tejidos. Esto
concuerda con lo expresado por Flores et al., citado por Garcia (1995), quien
menciona que el hipoclorito de calcio se utiliza en el establecimiento in vitro por la
accién germicida del cloro, ya que forma acido hipocloroso cuando se mezcla con
el agua, el oxigeno liberado en esta reaccidon es un agente oxidante muy fuerte y
los microorganismos son destruidos por su accion sobre los componentes
celulares. Ademas, el cloro puede combinarse con enzimas y otras proteinas de la

membrana celular inactivandolas.

Los resultados mas altos en caoba se obtuvieron con el tratamiento 6 (15 g de
hipoclorito de calcio durante 20 min) donde se logr6 obtener un promedio
sobrevivencia del 95 %. Siendo superiores a los obtenidos por Flores (2009), que
para la desinfeccion de explantes de higo utilizd hipoclorito de calcio al 4%
durante 10 minutos de producto comercial con un promedio de 31.67 % de

explantes vivos.

Esto demuestra que el uso de hipoclorito de calcio a mayor concentracion y mayor
tiempo, puede controlar este tipo de microorganismos, al menos durante los 21
dias que permanecieron en el medio de cultivo inicial. Esto concuerda con lo
hallado por Abdelnour y Mufioz (2005), quienes en su investigacion realizada en
Tectona grandis (teca) manifiestan que el Hipoclorito de calcio es efectivo para
obtener el establecimiento de los materiales bajo las condiciones del cultivo de

tejidos in vitro.

El hipoclorito de calcio es una de las sustancia comunmente recomendadas para
la desinfeccion superficial de materiales a introducir al cultivo in vitro. Es de facil
adquisicion, bajo costo en el mercado y muy eficiente para este propoésito,

ademas tal como lo mencionan Abdelnour y Mufioz (2005), el uso de este
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componente y la agitacion durante el periodo de esterilizacion rompe la tensién
superficial del agua, permitiendo un mayor contacto del material vegetal con el
desinfectante y por ende, mayor eficiencia del producto durante el proceso de

desinfeccion.

B. Fase de multiplicacién

En la etapa de multiplicaciébn in vitro, se constatdé la presencia de hongos
patdgenos, luego de ser transferidos a los respectivos medios de cultivo
vegetales, los nuevos medios enriquecidos con hormonas son una excelente
fuente de nutrientes para el crecimiento de microorganismos, tal como sucede con
los hongos cuya presencia trae como resultado, generalmente, un incremento en
la mortalidad de los tejidos, reduccion del coeficiente de multiplicacion y del

enraizamiento de la planta in vitro (M. Acosta et al., 2009).

Diversos investigadores confirman que desde la fase inicial o preparatoria de la
micropropagacion hay que tomar las medidas necesarias para prevenir o eliminar
la contaminacién en el establecimiento in vitro. EI empleo del Vitrofural resultd
efectivo para el control de contaminantes microbianos. Una vez obtenido los
explantes libres de contaminantes, éstos fueron subcultivados en un Medio
Simple (MS), suplementado con reguladores de crecimiento de acuerdo a cada
tratamiento, para evaluar la respuesta a la proliferacion de brotes de Caoba.

La aplicacion de los reguladores del crecimiento al medio de cultivo va a depender
del tipo de diferenciacion que se desea obtener, Hurtado y Merino citado por
Flores et al., (2009) mencionan que para la estimulacion de las yemas terminales
en la etapa de micropropagacion se emplea la Bencilaminopurina (BAP). Esta
citoquinina, aplicada en bajas concentraciones, promueve no solo la division

celular sino la brotacién de yemas.

Este estudio mostr6 que al agregar al medio de cultvo 2 mg L de
bencilaminopurina (BAP) y 1mg L™ de acido indolbutirico (AIB), se obtuvo una
cantidad de brotes del 70 %. Siendo inferior a los datos obtenidos por Jiménez et

al., (2006) que estudio la influencia de combinaciones de BAP con AIB, y
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demostré que al aplicar 0.5 mg L™ de BAP y 1.0 mg L™ de AIB se alcanzé un 85%
de brotacién de los explantes. Con relacion a esto Sanchez, (2004), comenta que
el efecto inhibitorio de la elongacién caulinar por un aumento en la concentracion
exdgena de hormonas es diferencial para cada tipo de hormonas, con lo cual una

reduccion de los niveles, ya sea de auxina o citoquinina, tiene efectos distintos.

C. Fase de enraizamiento

Los brotes obtenidos durante la fase de multiplicacion se transfirieron a un medio
de cultivo con biorreguladores de crecimiento del tipo auxina.

Algunas especies de plantas no necesitan pasar por esta etapa y emiten sus
raices en el mismo medio de cultivo donde desarrollan yemas nuevas, por lo tanto
el proceso de multiplicacion y enraizamiento transcurren en forma simultanea
(Castillo, 2004). En esta investigacion la auxina a emplear fue el acido
indolbutirico (AIB), ya que segun (Salisbury y Ross citado por Flores et al., 2009),
es la mas utilizada en la induccién radical. EI AIB es activo pese a que se
metaboliza con rapidez y al menos otro compuesto conjugado con un péptido. Se
sugiere que la formacion de un conjugado almacena al AIB y que su liberacion
gradual mantiene la concentracion de este regulador en un nivel adecuado,

especialmente en los estadios finales de la formacion de la raiz.

Los tratamientos aplicados en la fase de enraizamiento a diferentes
concentraciones (1, 1.5, 2 y 2.5 mg L™ AIB) inhibieron la formacién de raices, lo
que concuerda con lo expresado por Bernal et al., (2009) quienes trabajaron
sobre la optimizacion del proceso de enraizamiento y a climatizacion de
vitroplantas de Swietenia macrophylla King (caoba). Entre sus resultados
puntuales menciona que la baja capacidad de enraizamiento se mostré con la
auxina AIB, dado que fue inhibido completamente en las diferentes
concentraciones utilizadas, sin embargo al utilizar a 3 mg L™ reporté respuesta

rizogenética (13.33 %).

La respuesta in vitro en otras especies forestales como la teca, en la fase de

enraizamiento se observo que el 18% de los explantes desarrollaron raices. Al
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incubar los brotes por 48 horas en el medio con la concentracion de sales
reducida a la mitad, pero con 2,5 mg/l de AIB (Abdelnour y Mufioz 2005).

D. Identificacion de agentes patdégenos

A pesar de que se han desarrollado protocolos para propagar un gran nimero de
especies forestales por cultivo in vitro, la contaminacion fangica de los explantes
constituye uno de los problemas fundamentales que limita su aplicaciéon. El uso de
fungicidas en el tratamiento de plantas donadoras durante la fase preparativa de
la micropropagacion es muy importante para prevenir o eliminar los hongos
filamentosos saprofiticos o parasitos causantes de contaminaciones durante la

fase de establecimiento (Acosta et al., 2009).

En tanto el avance de la propagacion in vitro de Caoba se presencio el desarrollo
de diversos hongos filamentosos en los diferentes tratamientos, los mismos que
fueron identificados con la ayuda de claves taxondmicas (Barnett et al.,1972) en el
Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Vegetal de la UTEQ. Uno de los hongos
encontrados como contaminantes en el cultivo in vitro de caoba a nivel de género
estan: Curvularia. Donde Curvularia se ha identificado con mas frecuencia en el

ensayo (Anexo 19).

52



VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A. Conclusiones

En base a los resultados obtenidos se logré el establecimiento in vitro de
explantes de caoba via organogénesis a partir de plantas seleccionadas del
invernadero de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, mediante los

siguientes pasos:

En la fase de establecimiento el mejor resultado se lo obtuvo en el tratamiento 6
(15g de Hipoclorito de Calcio por un tiempo de 20min), donde se obtuvo una
sobrevivencia del 95 % de explantes vivos, observando poca contaminacion por
agentes patodgenos. Por lo que se acepta la hipétesis planteada en esta

investigacion.

La mejor concentracion para la fase de multiplicacion se obtuvo en el tratamiento
3 (2mg de BAP y 1mg de AIB), siendo esta solucién hormonal la que mostré un
mayor numero de brotes. Por lo que se acepta la hipétesis planteada en este

estudio.

En los explantes semilefiosos de caoba las dosis de AIB evaluadas no causaron

efecto significativo sobre las variables analizadas. Por o que no se acepta la

hipotesis planteada en esta investigacion,

B. Recomendaciones

Se recomienda utilizar en futuros trabajos la fase de establecimiento y

multiplicacion de Caoba.

Se recomienda probar nuevos protocolos para la fase de enraizamiento y de esta

manera lograr la proliferacion de raices en esta especie.
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