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SINTESIS

Se realiz6 un estudio ecoldgico en siete localidades del canton Jipijapa, Provincia
de Manabi, Republica del Ecuador, con la finalidad de determinar la estructura
horizontal y vertical de los bosques secundarios; asi, como diversidad alfa, beta y
estructura por clases diamétricas de las especies forestales, se seleccion6 la
especie Cordia alliodora (Ruiz & Pav). Oken, presente en todas las localidades y
por su valor bioldgico y econdmico considerada como especie clave para la
restauracion de estos bosques, con el fin de establecer un programa de mejora
forestal de C. alliodora se desarrollaron protocolos para la propagacion
vegetativa, a partir de material vegetal proveniente de la seleccion de fenotipos
superiores de la especie. El primer protocolo, define una metodologia de
macropropagacion por medio de estaquillas cultivadas en sustratos organicos con
la aplicacion de auxinas. El segundo protocolo, estableci6 una metodologia de
micropropagacion, a partir de yemas apicales de plantas de dos afios de edad
(vivero) y brotes epicérmicos inducidos de los arboles seleccionados. Los mejores
resultados se obtuvieron con explantes de plantas juveniles provenientes del
vivero y cultivados en el medio de cultivo MS suplementado con KIN 2,5 mg/L y

AIB 0,80 mg/L. En la fase de aclimatizacion, se logré un 89% de supervivencia.
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INTRODUCCION
La Cordia alliodora (Ruiz& Pav.) Okén laurel, es un arbol maderable de la familia
Boraginaceae, que ha sido sobrexplotada por el valor comercial de la madera y
por actividades de conversion del uso de la tierra para el desarrollo de sistemas
agroforestales, esta especie ha sido evaluada e identificada como especie clave
para el mantenimiento de la integralidad ecoldgica Indacochea, (2011). En la
actualidad la especie esta reconocida entre las 10 especies prioritarias para la
reforestacion, proteccion, conservacion y creacién de plantaciones comerciales

(Grijalva et al., 2012).

Las plantaciones forestales tienen una funciobn creciente en el
abastecimiento de madera para la industria forestal mundial, el aporte de las
innovaciones en genética Yy biotecnologia permite obtener arboles de buen
crecimiento y caracteristicas deseadas; entre las especies con potencialidad de
uso comercial, rapido crecimiento, calidad y uso de la madera es Cordia
alliodora (Ruiz y Pav.) Oken (Laurel). La producciéon de material seleccionado
de especies forestales requiere, por una parte, un mayor conocimiento de la
biologia reproductiva; asi, como de los condicionamientos fisioldgicos que influyen
en la capacidad morfogenética en relacion con la juvenilidad de los materiales. Asi
mismo, no es frecuente encontrar en la naturaleza estados juveniles en
arboles adultos como fuente de material para propagacion, aunque para
algunas especies puede ser resuelto, a través de la obtencién de rebrotes de

tocon, brotes epicérmicos, podas a ras de suelo, enraizamiento seriado de



estacas, injertos y etiolacion. Ante este panorama la biotecnologia se
presenta como una alternativa para la produccién y mejoramiento de especies

forestales.

Baquero et al., (2005), manifiesta que en la silvicultura mundial, la aplicacion de
técnicas de micro propagacion en especies forestales de uso maderable ha
constituido una alternativa muy Util para aumentar el nimero de plantas requeridas
para el establecimiento de plantaciones en los programas de propagacion
masiva, forestacion, reforestacion, proteccion y aprovechamiento. Asi mismo,
para aquellas en que su comportamiento es mas recalcitrante, el desarrollo de
sistemas de propagacion vegetativa mediante micro propagacion |y
embriogénesis somatica in vitro, permite la obtencion de clones de genotipos
seleccionados. Bajo estas condiciones, es posible producir material vegetal
en cualquier época del afio y entregarlo de acuerdo con el programa de
siembra establecido por el reforestador.

Ecuadorforestal (2011), expresa que el laurel es una especie forestal muy
popular en el Ecuador, debido a su alta calidad, a la dureza de su madera
y, a su rapido crecimiento, teniendo gran demanda para la industria, la
ebanisteria y la agroforesteria.

Debido a sus propiedades estéticas como: color, brillo, y veteado; y por sus
propiedades de facil trabajabilidad, es ampliamente demandada por distintas
industrias, por empresas de muebles, para la elaboracién de puertas, ventanas,

artesanias y para la ebanisteria fina. La importancia de la propagacion vegetativa,



es la reproduccion de caracteristicas fenotipicas deseadas y adicionalmente,
constituyen una ventaja en un ambiente mas o menos constante, al cual la especie
ya esta bien adaptada. Entre las ventajas que ofrece esta técnica esta la de
brindar ganancias genéticas rapidas, adecuadas para programas de mejoramiento
forestal.

La fragmentacion de los hébitats, deforestacion y conversion a sistemas
agroforestales han llevado a la reduccién del nimero de individuos de la especie,
si, a esto, se le suma que la especie es estrictamente alégama con mecanismos
de heteromorfia a la variacion estilar Boshier, (2010), junto con la presencia de un
fuerte mecanismo de incompatibilidad Boshier, (1995) fuerzan a la polinizacion y la
fertilizacion cruzada, lo cual hace que el tamafio minimo viable necesario para la
especie sea aun mayor, determinado su sensibilidad a sufrir por la endogamia
Frankham et al., (2007). La especie se reproduce naturalmente via semilla con
tasas de germinacion regularmente bajas, menores del 30% Hartmann y Kester,
(1996). Fundamentalmente por la pérdida de su viabilidad entre los 2 a 3 meses, y
con mucha irregularidad las producciones de semilla. De manera, tal que, no se
cuenta con una fuente de material estable y en cierta medida superior, ya sea por
el escaso desarrollo de fuentes de semillas; asi, como por la inexistencia de
metodologias para la micro propagacion y/o macro propagacion, que junto a su
propagacion, impulsaren la conservacion de la especie.

Los paises tropicales contienen mas del 50% de las especies forestales del
mundo Vilanova, (2006). El Ecuador alberga mas del 46 % de la diversidad de

arboles de los bosques secos y tropicales (Grijalva et al., 2012).



De acuerdo con Conabio, (2010), en décadas pasadas se establecieron
plantaciones forestales en Centroamérica, América del Sur y Nigeria. Ahora la
especie ha comenzado a ser importante en los programas de reforestacion y
conservacion de varios paises como: Brasil, Congo, Colombia, Costa Rica,
Ecuador, Costa de Marfil, Puerto Rico, Sierra Leona, Trinidad, Uganda vy
Venezuela. La Cordia alliodora (Ruiz y Pav.) Oken se ha empleado en
plantaciones permanentes junto con Coffea arabica L (café), Theobroma cacao
L (cacao), Cocus nucifera L (coco), Psidium guajava. L. (guayaba), Coccoloba
guanacastensis (por0) y Cedrela odorata L (cedro). En temporales con Musa
paradisiaca L (platano), Oryza sativa. L (arroz) y Manihot esculenta Crantz (yuca).
No existen sistemas silviculturales a gran escala para el manejo de las masas
naturales de arboles de Cordia alliodora (Ruiz y Pav.) Oken (Laurel).

Considerando que el sistema agroforestal cafetalero de Jipijapa, ha sido
pobremente descrito en su diversidad y en su estructura, es preciso conocer
este tipo de bosques para contribuir a la informacién acerca de la riqueza de
especies en estos tipos de vegetacion, para una mejor toma de decisiones
en la realizacion de actividades de manejo y conservacion, asi como la
identificacion de especies claves que permitan el desarrollo de los sistemas y
faciliten la reconversion al bosque original.

La investigacion aborda temas relacionados a la ecologia y la propagacion in vitro
de Cordia alliodora, que se distribuye naturalmente en bosques secos, bosques
hamedos tropicales y subhimedos tropicales, no solo acerca de sus

caracteristicas estructurales del bosque; sino, también elabora metodologias para
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la obtencion de plantulas y que ofrecerian una ventaja para los programas de
mejoramiento  forestal de Cordia alliodora y de reforestacion en zonas
deforestadas.

A partir de un soporte documental se trazan pautas para implementar un método
de conservaciébn, que permita, ademas disponer de material para crear
plantaciones comerciales de la especie.

En este sentido, se establece metodologias de propagacion vegetativa in vitro
para la especie que representa un avance para el disefio de pautas para la
conservacion de la especie, que unida a la propagacion vegetativa ex vitro
permiten establecer una plantacion de mejora por el método de conservacion
guasi in situ, lo que proporcionara material vegetal selecto para futuros programas
de mejora forestal y plantaciones comerciales de alta calidad, de la especie.
PROBLEMA

¢, Como cambia la estructura del bosque en los sistemas agroforestales del cantdn
Jipijapa, como consecuencia de la fragmentacion de los habitats, deforestacion,
baja tasa de germinacion, pérdida de viabilidad de sus semillas?.

Por lo anteriormente, expuesto se propone la siguiente hipotesis: Los métodos
utilizados hasta el momento para la reproduccion no han podido dar respuesta a
las necesidades de plantas para llevar a cabo la recuperacion de C. alliodora, por
lo que es de esperar que la induccion de brotes de yemas apicales y brotes
epicérmicos in vitro, a partir de segmentos nodales tomados de plantas de dos
meses de edad, provenientes de vivero y de brotes epicormicos tomados de

arboles plus seleccionados del campo permitira la regeneracion de plantas
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completas, nueva via para la reproduccion de la especie, proporcionando plantas
para la reconversion al bosque original y el establecimiento de plantaciones
comerciales.

Teniendo en cuenta la hipétesis, el trabajo se propone el siguiente objetivo general

siguiente:

Objetivo general
Establecer una metodologia para la propagacién vegetativa de la especie, a través
de la aplicacion de las técnicas de cultivo in vitro y ex vitro.
Objetivos especificos:
e Caracterizar la composicion y estructura de las formaciones de la especie
de Cordia alliodora.
e Establecer metodologia para la multiplicacion in vitro y ex vitro, partiendo
de arboles plus seleccionados en el campo.
e Evaluar los parametros morfolégicos de la plantacion de mejora, a partir
de material vegetal propagado vegetativamente de la especie Cordia

alliodora.

La importancia de este resultado radica en que:
Permitira la reproduccién de Cordia alliodora vy, por tanto, su proteccién y
recuperacion; ademas, crea las bases para la preservacion de programas de

mejora forestal y plantaciones comerciales de alta calidad de la especie. Asi
6



mismo, permitira al contar con un namero suficiente de plantas, con la finalidad de

producir madera para las industrias de muebles y construccion.

La novedad cientifica de este trabajo radica en el estudio detallado de la
estructura de las areas donde se distribuye Cordia alliodora, la evaluacion de la
estructura de las poblaciones de la especie, se establece una metodologia para la
micropropagacion y macropropagacion, a partir de yemas apicales y brotes
epicormicos de arboles plus superiores directamente de campo.

Creacion de una poblacion de mejora de la especie que contribuiria a la
implementacion del método de conservacion quasi in situ de Cordia alliodora en el

canton Jipijapa para un programa de mejora forestal.

Aporte tedrico

Se caracterizan las areas donde se desarrolla la especie Cordia alliodora sobre la
base de elementos de la estructura del bosque y poblacional.

Se disefian los protocolos para la propagacion vegetativa de la especie.
Informacién actualizada del recurso genético C. alliodora en los agro ecosistemas

de Jipijapa.

Aporte practico
Se establece una poblacion de mejora, a partir de la propagacion vegetativa, tanto
in vitro como ex vitro que sirva de fuente de material selecto y viable para la

conservacion y el fomento de la especie C. alliodora.



Estructura de la tesis:
La tesis esta organizada en cuatro capitulos que comprenden: Introduccion,
Revision Bibliografica, Materiales y Métodos, Resultados y Discusion, ademas se

incluyen las Conclusiones y Recomendaciones y Bibliografia.



l. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. La especie

Nombre cientifico: Cordia alliodora (Ruiz y Pavon) Oken, citado por Torres,
(1995). Laurel (Colombia, Ecuador, Panama), Palo Santo (Peru), dze-ui (Costa

Rica), Pardillo (Venezuela).

El género Cordia alliodora que incluye alrededor de 200 especies que van desde
arbustos a arboles de gran tamafio, se encuentra en América Latina desde
Misiones (Argentina) (latitud 25° Sur) hasta Sinaloa (México) (latitud 25° Norte), el

cual esta incluido en la familia Lauraceae. (Torres, 1995).

1.1.1 Caracteristicas botanicas

Arbol

El arbol alcanza hasta 25 m. de altura y 90 cm. de diametro, presenta un fuste
recto, raices tablares poca o mediamente desarrolladas. La copa es angosta e
irregular, con ramas ascendentes, verticiladas en la parte superior, la superficie del
tronco es finamente fisurada, por sectores tienen apariencia parda obscura muy

rapidamente después de exponerla al aire (FAO et al., 1998).

Hojas

Simples, alternas; de lamina eliptica u oblonga, apice agudo, base cuneiforme; de

6 al5cmdelargoy 2,5 a 4,5 cm de ancho, verde amarillento el haz, y verde mas



claro el envés; con nervadura pinnada; con peciolos pubescentes de 1 a 2 cm de

largo (FAO et al., 1998).

Flores
Las flores son hermafroditas; blancas en paniculas axilares o terminales de 5 — 15

cm de largo; sésiles o cortamente pediciladas (Torres, 1995).

Inflorescencias en paniculas, grandes (10-30 cm de ancho), muy abundante y
tangente de color blanco, ubicada en el apice de las ramas; con flores de 1 cm.
Aproximadamente, con corola gamopétala, campanulada; al secarse se tornan del
color del tabaco. La floracion se presenta en los meses de junio hasta agosto

(Torres, 1995).
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1.1.2. Ecologiay biogeografia
El pardillo se distribuye desde México hasta Bolivia. También se encuentra en las

Antillas e introducido en Florida USA.

Su rango altitudinal va desde el nivel del mar hasta los 1500 msnm. Es una
especie abundante en la vegetacion secundaria en selvas perennefolias FAO et
al., (1998). En el Ecuador es muy frecuente el laurel en las regiones del Litoral o
Costa y Oriental o Amazonia; en esta Ultima, la madera es mas densa y obscura

(Torres, 1995).

Ritcher y Dallwitz, (2000), reconocen que C. Alliodora es una especie de rapido
crecimiento con respecto a otras especies forestales y se adapta a una amplia
variedad de suelos. No obstante, no se cuenta con suficiente material de siembra
de buena calidad para satisfacer estas necesidades y suplir la demanda media

anual (BIRF et al., 1999).
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La especie se reproduce naturalmente via semilla con tasas de germinacion
regularmente bajas, menores del 30% Hartmann y Kester, (1996)
fundamentalmente por la pérdida de su viabilidad entre los 2 a 3 meses, y con
mucha irregularidad por las producciones de semilla. De tal manera, que hoy no
se cuenta con una fuente de material estable y en cierta medida superior, ya sea
por el escaso desarrollo de fuentes de semillas; asi, como por la inexistencia de
metodologias para la micropropagacion y/o macropropagacion, que junto a su
propagacion, impulsaren la conservacién de la especie.

1.1.3 Situacion actual de la especie

La sobre-explotacion o aprovechamiento prematuro, sin un ritmo adecuado de
reposicion, ha generado escasez de esta especie, lo que ha determinado la
necesidad urgente de elaborar metodologia para su produccién masiva.

La explotacion forestal no sostenible, la tala ilegal de madera y un limitado
control forestal técnico y sistematico, constituyen las mayores amenazas que
enfrentan los bosques nativos del Ecuador, Entre las familias con diez o mas
especies amenazadas o extinguidas Bignoniacea ocupa el primer lugar MAE,
(2010), C. alliodora esta considerada como una especie amenazada, debido
fundamentalmente a la alteracién, destruccién y fragmentacion de sus habitats por

la actividad humana.

1.1.4. Importanciay utilizacion de Cordia alliodora
La Cordia alliodora (Laurel), es frecuentemente cultivado por su madera y

también como una planta ornamental por sus flores abundantes, que son muy
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visitadas por la abejas. La especie tiene potencial melifero. La madera se emplea
en la ebanisteria, durmientes, construccion, vehiculos, botes, remos, chapas,
objetos torneados e instrumentos FAO et al., (1998). Es muy cotizada en el
mercado local, debido a su nobleza y propiedades tecnoldgicas favorables y

facilidad para trabajar Torres, (1995).

C. alliodora esta entre las especies mas recomendadas para la zona del bosque
muy humedo premontano en Ecuador Grijalva et al., (2012), por su parte Garibaldi,
(2008) la reporta para el bosque secundario temprano, aunque con un indice de
valor de importancia muy bajo.

La recuperacion de la estructura de estos bosques, de su riqueza, de su
diversidad y un manejo adecuado de esta especie en los agroecosistemas
cafetaleros debe estar dirigido a mantener la formacion boscosa como entidad,
evitando la degradacion total de estos sitios y; ademas, promover la presencia de
especies de valor econémico en éstos. Por lo tanto, cualquier actividad de
conservacion y fomento de esta especie, resulta crucial en la zona (norte-litoral) de
Manabi. Al respecto, muchos autores consideran que dichas acciones deben
concentrarse en poblaciones naturalmente “viables”; Ruiz y Fandifio, (2009) y que

se garanticen sobre los principios de una base genética local (Kjeer et al., 2004).

Desde hace muchos afios se viene sefialando la importancia creciente de la
vegetacion secundaria en los tropicos americanos Silva et al.,, (2010) y la
tendencia de las especies de rapido crecimiento y baja densidad de madera que
prosperan en los bosques de segundo crecimiento para constituirse en el recurso
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maderable del futuro Vargas, (2008). Los bosques secundarios son también de
considerable importancia ecolégica, en términos de crecimiento forestal,
acumulacién de biomasa, beneficios hidrologicos y de la biodiversidad (Sardinero,

2000).

1.1.5. Conservacion de biodiversidad y manejo forestal sostenible,

participativo.

Debido al fuerte vinculo entre conservacion de la diversidad biologica y
desarrollo sostenible, las actividades econdmicas no sostenibles constituyen la
causa principal de la degradaciéon ambiental. Los bosques degradados pueden
cumplir una variedad de funciones sociales, productivas y de proteccion que
podrian ser beneficiosas, tanto, para la seguridad alimentaria de la poblacién
como para el medioambiente Scherr, (2003). La degradacion forestal se ha
definido como la reducciéon de la capacidad de un bosque para producir bienes y

servicios (OIMT, 2002).

La estructura de la vegetacion, la diversidad de especies y los procesos de
los ecosistemas, han sido identificados como componentes esenciales para
la persistencia a largo plazo de los sistemas naturales Ruiz y Aide, (2005).
El conocimiento de la estructura de la vegetacion nos proporciona
informacion sobre aquellas especies mas susceptibles a los disturbios en
una region determinada Ramirez et al., (2001) y nos ayuda a predecir patrones

sucesionales (Jones et al., 2004).
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La restauracion ecoldgica de &reas disturbadas es un tema de mucha actualidad y
al mismo tiempo uno de los mas complejos de abordar, debido a vacios en
el conocimiento sobre las poblaciones, comunidades, ecosistemas y paisajes
naturales, sin dejar de considerar otros componentes representados en lo
social, politico y econémico, en la medida que constituyen fuerzas
responsables de alteracion y profunda transformacion de los ecosistemas

(Barrera y Valdés, 2007).

Para monitorear el efecto de los cambios en el ambiente, es necesario
contar con informacion de la diversidad biolégica en comunidades naturales
y modificadas (diversidad alfa), y también de la tasa de cambio en la
biodiversidad entre distintas comunidades (diversidad beta), para conocer su
contribucion al nivel regional (diversidad gamma), y poder disefiar estrategias
de conservacion y llevar a cabo, acciones concretas a escala local (Moreno,

2001).

El estudio de la composicion, estructura y dinamica de un bosque representa un
paso inicial para su conocimiento, pues asociado a ese conocimiento puede ser
construida una base tedrica que sustente la conservacion de los recursos
genéticos, la conservacion de areas similares y la recuperacion de éstas,
siendo el punto de partida para la adecuacion de criterios y métodos de

conservacion y recuperacion (Pinto et al., 2009).

La estructura, composicion y diversidad arbdérea son caracteristicas, a través de

las cuales, se puede conocer el estado, la distribucion actual, asi como
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obtener informacién base para entender relaciones y modelar cambios
futuros de tipos de bosques a escala de paisaje, con el fin de obtener
herramientas sobre su conservacion y manejo (Matteucci y Colma, 1982; Finegan

et al., 2001; Louman et al., 2001 y Moreno, 2001).

La diversidad beta es clave para entender que gradientes ambientales
controlan la diversidad en las comunidades ecoldgicas Moreno, (2001) y desde el
punto de vista de la conservacion es tan importante como la diversidad alfa,
porque explica como se puede influenciar la diversidad a gran escala (Condit et

al., 2002).

1.1.6. Importancia de la conservacion de la biodiversidad

La conservacion de la diversidad biologica forestal, incluidos los recursos
genéticos forestales, es fundamental para sostener los valores productivos de los
bosques, para mantener el estado sanitario y la vitalidad de los ecosistemas

forestales, y de este modo, mantener sus funciones protectoras y ambientales.

La mayor amenaza para los bosques y la diversidad que contienen, es su
transformacion para otros usos de las tierras. La presion creciente de las
poblaciones humanas y sus aspiraciones por un mejor nivel de vida, sin la debida
preocupacion por la sostenibilidad de los recursos, que constituyen la base de
tales desarrollos, aumentan la preocupacion a este respecto. Aunque es inevitable
gue se produzcan en el futuro cambios en el uso de las tierras, tales cambios
deben programarse para ayudar a conseguir objetivos complementarios. Esto,
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puede realizarse incluyendo las preocupaciones sobre la conservacion como
componente importante de la planificacion del territorio y de las estrategias de

ordenacion (Wolcox, 1990).

Las é&reas protegidas constituyen una parte notable de las estrategias de
conservacion. Sin embargo, éstas areas son insuficientes para asegurar por si
solas la conservacién de los arboles y otras especies forestales e incluso, aunque
se alcanzase el objetivo mundial expresado a menudo del 10 al 12% de areas
conservadas, situadas adecuadamente y ordenadas de forma apropiada, lo que
por desgracia no suele ser el caso en el momento actual, se ha estimado que en
las proximas décadas soOlo podria conservarse en tales areas, alrededor del 50%

de las especies de las zonas tropicales.

La mayoria de las especies amenazadas, sobreviven en poblaciones muy
pequefias y es posible que un numero considerable de éstas perduren en la
actualidad, debido a la alta longevidad que presentan, puesto que la reproduccion

o reposicion de los individuos que mueren es muy escasa.

Bonet, (1996) plantea que cuando el tamafio de una poblacién se reduce a niveles
muy bajos, desaparece gran parte de la diversidad genética, y puede que no sea
capaz de sobrevivir y desaparezca a las pocas generaciones como resultado de
diversos accidentes genéticos como la accion de genes deletéreos que se

manifiestan como resultado de la endogamia producida.
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En muchas especies, los individuos que integran una poblacién cuyos efectivos
han disminuido mucho experimentan una reduccién en su viabilidad y éxito
reproductivo por motivos que nada tienen que ver con su constitucion genética, y
puede llegar a existir un umbral de densidad por debajo del cual la poblacién no

puede llegar a recuperarse, este efecto denominado “ efecto Allee “ puede ser
debido a que los organismos modifican fisica o quimicamente su medio, 0 a que

su éxito de emparejamiento sea dependiente de la densidad Herrera, (1993).

1.2. Diversidad bioldgica

El concepto de diversidad biologica se refiere a la variabilidad de especies nativas,
su variabilidad genética y los ecosistemas en donde se relacionan y evolucionan.
Las mediciones sobre la diversidad de especies, en un contexto ecoldgico,
contribuyen al conocimiento de la estructura necesaria para la resistencia de los
ecosistemas (Nichols y Nichols, 2003).

El término biodiversidad comprende diferentes escalas biologicas: desde la
variabilidad en el contenido genético de los individuos y las poblaciones, el
conjunto de especies que integran grupos funcionales y comunidades completas,
hasta el conjunto de comunidades Harper y Hawksworth, (1994). La importancia
de su estudio radica principalmente en constituir un eje de la ecologia y la
genética, ya que las medidas de diversidad se consideran indicadores del buen
funcionamiento de los ecosistemas (Frankham, 2002; Magurran, 1989).

Un indicador de biodiversidad puede ser una especie, un componente estructural,

un proceso o cualquier otro elemento de los sistemas ecologicos que puede
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ayudar a evaluar los objetivos de la gestion Onaindia, (2002). La pérdida de
biodiversidad, a cualquier escala, como consecuencia de las actividades humanas,
ya sea de manera directa (sobre explotacion) o indirecta (alteracion del habitat), es
uno de los problemas ambientales que han suscitado mayor interés mundial y
éstos pueden ser irreversibles o persistentes por periodos prolongados Foster,
(1993). Algunos de los cambios pueden percibirse como positivos, ya que
favorecen a especies utilizadas como recursos, o crean condiciones favorables
para los seres humanos. Sin embargo en otros casos, los cambios introducidos
por causas humanas directas o indirectas, pueden afectar la calidad ambiental, asi
como las opciones futuras de manejo Detwyler, (1971).

Los dramaticos cambios provocados por la conversion de bosques a tierras
agricolas sobre la diversidad biologica en los ultimos 50 afios podrian colocar a
muchas especies en estado de amenaza critica (Laurance y Cochrane, 2001;
Laurance, 2006; Pérez y Laurance, 2006). Sumado a ello, los efectos globales de
los cambios climaticos podrian poner en peligro a las especies con incapacidad de
emigrar, a través de paisajes “hostiles” para alcanzar nuevas areas con clima y
habitats mas apropiados Laurance, (2006).

La estructura de los ecosistemas, han sido identificados como componentes
esenciales para la persistencia a largo plazo de los sistemas naturales (Ruiz et al.,
2005).

La complejidad estructural puede ser usada como una expresion de la riqueza de
especies, porque genera diferentes condiciones ecoldgicas que favorecen a otras

especies Osorio, (2009). El efecto de la estructura del bosque sobre la diversidad
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es complejo y dificil de generalizar, o que reafirma la importancia de estos

estudios, tanto, a nivel local como regional.

1.3. Conservacion

La conservacion de especies forestales es la gestion de la utilizacién de éstas por
el ser humano, de tal suerte, que produzcan el mayor y sostenido beneficio para
las generaciones actuales, pero que mantenga en su potencialidad para satisfacer
las necesidades y las aspiraciones de las generaciones futuras Kjeer et al., (2004).
Esta, debe entenderse en un sentido amplio y moderno que implica la utilizacion
racional y sostenida de los recursos naturales a largo plazo. La preocupacion
principal de la conservacion debe estar en los procesos evolutivos, que fomentan y
mantienen la diversidad genética, y no empefarse en preservar la actual
distribucion de la variacion como un fin en si mismo (Vargas et al., 2008;
Frankham et al., 2007).

La conservacion puede realizarse en dos modalidades: in situ y ex situ, estas dos
modalidades son complementarias y permiten garantizar la conservacion del
patrimonio genético de las especies y sus poblaciones (Pezoa, 2001; Kjeer, et al.,
2004) sin embargo, ambas tienen sus limitaciones, pues muchas veces no
permiten el mantenimiento de la diversidad genética neutral y adaptativa de una
especie. Las decisiones sobre cuales estrategias y métodos de conservacion
utilizar en determinada especie no solo dependerdan de sus caracteristicas

biologicas, los modelos de variacidbn genética y estado de conservacion, pero
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también en cuanto se conoce de su silvicultura y su manejo (Vargas. 2008; Volis y
Blecher, 2010).

El método quasi in situ concibe una nueva estrategia para lograr un puente entre
la ex situ-in situ y esta dirigida fundamentalmente para especies forestales
amenazadas, aquellas con una presién por aprovechamiento que reducen
continuamente el tamafio y nimero de sus poblaciones o que se pretenda llevar a
cabo un programa de mejoramiento forestal. En este método las colecciones ex
situ se mantienen en ambientes de forma natural o seminatural, donde se
preserva, tanto, la diversidad genética neutral y adaptativa como parte
complementaria de la estrategia de conservacion ex situ — in situ Volis y Blecher,
(2010). ElI método consiste en cinco pasos Volis y Blecher, (2010): (1) estudio y
analisis de la distribucion de la especie; (2) muestreo de poblaciones de acuerdo
con un disefio de estructura ecoldgica espacial; (3) plantar en sitios apropiados
(por ejemplo, en sitios con habitat natural o seminatural y en medio ambiente
similar) y mantener las colecciones; (4) estudiar las caracteristicas historicas de la
vida y los efectos bidticos y abidticos en la demografia de la poblacion; y (5)
reintroducir (o trasladar) plantas, preferentemente utilizando semillas de
colecciones vivientes y monitorear el éxito de su reintroduccion.

Para que un método, sea eficiente se requiere de dos elementos de conservacion:
de un tamafio de la poblacion minima viable y area dinamica minima, relacionado
con la mayor area de habitat protegido y, por tanto, se necesita encontrar vias de
reproduccién vegetativas efectivas para el establecimiento de las colecciones

(Heywood y Dulloo, 2005).
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1.4. La aplicacion de la biotecnologia a los programas de mejoramiento,
produccion y conservacion forestal

En su sentido mas amplio, la biotecnologia es el manejo de los sistemas
biolégicos para el beneficio de la humanidad e incluye los métodos convencionales
de fitogenética y cultivo. Ademas, la “nueva”’ biotecnologia, ofrece una serie
impresionante de técnicas para superar las limitaciones biolégicas convencionales
debidas a las grandes dimensiones de los arboles y a los procesos sexuales
retardados, comunes a las especies lefiosas. Estas técnicas incluyen: cultivo de
células y micropropagacion, seleccion genotipica in vitro, conservacion in vitro y un
gran numero de nuevas tecnologias en el campo de la genética molecular
(Sanchez et al., 1999).

El cultivo in vitro, se ha utilizado para la propagacion de especies amenazadas,
con el fin de aumentar rapidamente el nimero de individuos, superar problemas
de fertilidad y de biologia reproductiva, asi como proporcionar material para su
reintroduccion en la naturaleza y contribuir a la conservacion de germoplasma a

mediano y largo plazo.

1.5. Biotecnologia vegetal.

Segun CIAT. (1991), el cultivo de tejidos vegetales, es una técnica que
consiste esencialmente en aislar una porcion de la planta (explante) y
proporcionarle artificialmente las condiciones fisicas y quimicas apropiadas para

gue las células expresen su potencial intrinseco o inducido. Es necesario, ademas
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adoptar procedimientos de asepsia para mantener los cultivos libres de

contaminacion microbiana.

Botti, C. (1992), manifiesta que la técnica de cultivo de tejidos, se basa en

tres objetivos fundamentales:

a. La parte de la planta o explante, sea 6rgano, tejido o célula, debe aislarse del
resto de la planta. Esto, efectivamente altera las interacciones intercelulares de
los tejidos o de 6rganos que pueden estar ocurriendo en la planta intacta.

b. El explante debe ser mantenido en un medio definido y controlado. Las
caracteristicas genéticas fisioldgicas y bioquimicas del tejido, la composicion
guimica del medio y las condiciones fisicas del ambiente, van a determinar el
potencial de respuesta del explante.

c. Deben mantenerse asepsia. La mayoria de los medio de cultivo favorecen el
desarrollo de algas, hongos o bacteria que producen metabolitos toxicos para
el explante y, finalmente, influye en la organizacién y en las técnicas a emplear
de un laboratorio dedicado al cultivo in vitro.

1.5.1. Medios de cultivo in vitro.

Sakai.udl.es. (2010), expresa que de entre la gran diversidad de medios de

cultivo in vitro, utilizados habitualmente, el medio Murashige y Skoog (MS)

es el medio mas conocido. Se elabor6o tomando el cultivo in vitro de tabaco
como modelo y siguiendo un procedimiento cuantitativo se determinaron las
concentraciones mas adecuadas de todos los nutrientes. EI medio MS, es apto
para la mayoria de las especies, por lo que es de amplia utilizacion, excepto

para las mas sensibles a la salinidad, ya que se caracteriza por tener una
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elevada concentracion salina. En esos casos, puede recurrirse a otros
medios o simplemente utilizarlo diluido (1/2 MS, 1/4 MS).

1.5.2. Macroelementos.

Uam.es. (2010), expresa que los elementos esenciales se clasifican segun un
criterio de cantidad, en macronutrientes y micronutrientes. La diferencia se
encuentra en las concentraciones relativas que presentan unos y otros en
los tejidos vegetales. Consideramos macronutrientes minerales, a los que estan
presentes en el tejido por encima del 0.1%, y son: N, S, P, K, Cay Mg. Los
elementos C, H y O, aunque son nutrientes, no se incluyen en estos
fundamentos de la nutricion mineral, por no ser objeto de adicidbn, como
fertilizantes de los cultivos. EIN, Sy P, junto con C, Hy O, son los constituyentes
mayoritarios de las moléculas estructurales de las plantas, mientras que K,
Ca y Mg, desempeiian funciones que tienen que ver con el agua y la
conformacién de proteinas. Todos participan también en otras funciones basicas,
en el metabolismo de las plantas.

1.5.3. Propagacion vegetativa

La propagacion vegetativa, se define como la multiplicacion de una planta, a partir
de una célula, un tejido, un 6rgano (raices tallos, ramas, hojas) Rojas et al.,
(2004). Esto es posible, debido a que las células vegetales conservan la
capacidad de regenerar la estructura entera de la planta; esta capacidad se debe
a factores como la totipotencia, es decir, que cada célula vegetal viviente contiene
en su ndcleo, la informaciéon genética necesaria para reconstituir todas las partes

de la planta y sus funciones, a través de reproduccion somatica basada
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exclusivamente en mitosis; y la desdiferenciacion o capacidad de las células
maduras de volver a una condicibn meristematica y desarrollar un punto de
crecimiento nuevo (Rojas et al., 2004 y Vieira, 2007).

Las técnicas de propagacion vegetativa son muy importantes para la conservacion
de la integridad genética del material deseado, estas técnicas, también pueden ser
utiizadas de cara a la obtencion de material vegetal para actuaciones de
reforzamiento, introduccion o reintroduccion cuando la reproduccién por via sexual
no resulta factible o eficaz Matthews, (1999). La propagacién vegetativa es la
reproduccion asexual que se logra, a través de diferentes partes de una planta
provista de yemas y con capacidad de enraizamiento dando origen a la formacién
de nuevos individuos. De esta manera, se puede asegurar la transmision de los
caracteres genéticos de la variedad vegetal, conservando siempre las
caracteristicas importantes como la pureza genotipica en generaciones sucesivas,
lo cual es imposible lograrlo por via sexual. Es una técnica que comprende desde
procedimientos sencillos, conocidos desde tiempos inmemorables por los
campesinos de todo el mundo, hasta procedimientos tecnolégicamente muy
avanzados, basados en la técnica del cultivo de tejidos vegetales, mediante los
cuales se puede lograr la propagacion masiva de plantas genéticamente
homogéneas, mejoradas y libres de enfermedades Kléver, (2005). En estos casos
se debe tener la precaucion de mantener controlada la identidad genética del
material propagado y de tener en cuenta, no solo la produccion de un determinado
namero de individuos, sino, también la produccion de un minimo numero de

genotipos distintos.
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El éxito de la propagacion vegetativa depende de muchos factores como, por
ejemplo, el tipo de especie que se quiere reproducir, el método de
reproduccién vegetativa que se emplee, las caracteristicas fisiolégicas del
material a multiplicar, el genotipo empleado y la metodologia de manejo
utilizada durante el proceso de propagacion. Rodriguez y Nieto, (2002).

La produccion de material seleccionado de especies forestales requiere, por una
parte, un mayor conocimiento de la biologia reproductiva, asi como de los
condicionamientos fisiolégicos que influyen en la capacidad morfogenética en
relacion con la juvenilidad de los materiales (Hodson et al., 2004).

1.5.4. Propagacion vegetativa ex vitro (por estacas)

La estaca es una porcion separada de la planta, provista de yemas caulinares y
hojas, e inducida a formar raices y brotes, a través de manipulaciones quimicas,
mecanicas y/o ambientales Baldini, (1992). En una acepcion mas amplia, se
denominan estacas: a raices, hojas, fracciones de hojas utilizadas como tales; con
la finalidad de obtener nuevas plantas Cuculiza, (1956). El objetivo de la
multiplicacion por este método, es conseguir estacas enraizadas de calidad, que
respondan bien y rapidamente al trasplante, presenten gran uniformidad y sean la
mejor base para alcanzar plantas de calidad Lopez y Carazo, (2005).

En la multiplicacion por estacas, solo es necesario, que un nuevo sistema de
raices adventicias se desarrolle, ya que la estaca posee yemas con aptitud
potencial para desarrollar nuevos vastagos Hartmann y Kester (1995).

Las raices adventicias son de dos tipos: raices preformadas y de heridas

(inducidas). Las preformadas se forman naturalmente durante los primeros

40


http://www.monografias.com/trabajos11/teosis/teosis.shtml

periodos de desarrollo del vastago, pudiendo emerger antes de la realizacion de
estacas o permaneciendo en dormicion hasta que se realicen las mismas y sean
colocadas en condiciones ambientales favorables. Las de herida desarrollan sélo
después que la estaca es cortada, por efecto de la herida producida en la
preparacion de la misma. Estas, son consideradas como formadas de novo
(nueva formacién) Davies y Hartmann, (1988).

Varias clases de reguladores de crecimiento, tales como auxinas, Citokininas,
giberelinas y etileno e inhibidores, como el &cido abscisico y fendlico, influyen
sobre la iniciacion de raices. De ellas, la auxina es la que tiene el mayor efecto
sobre la formacion de raices en estacas (Hartmann y Kester, (1995).

En relacion con la aplicacion de reguladores de crecimiento, algunos estudios
mencionan que estacas tratadas con Acido Indobutirico (AIB) no responden al
proceso de rizogénesis 0 no aumentan la produccion de raices (Garcia et al. 2005;
Bonfil et al. 2007; Latsague et al. 2008).

Sin embargo, otros autores reportan que para inducir enraizamiento o estimular la
rizogénesis, algunas especies requieren previamente un tratamiento con
hormonas promotoras de raices, varios autores han realizado ensayos para el
enraizamiento de estacas, empleando reguladores del crecimiento en diversas
especies de plantas lefiosas:

Costa et al.,, (2009) emplearon acido indolbutirico (AIB), acido naftalenacético
(ANA) y acido indolacético (AlA), en las concentraciones de 1 000, 2 000, 3 000,
4 000 y 5 000 mg/L, aplicados en inmersion rapida para enraizar estacas semi-

lefiosas de Myrciaria dubia (H.B.K) Mc Vaugh, (camu-camu), encontrando que la
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utilizacion de reguladores del crecimiento aumentaron el niumero de estacas
enraizadas, obteniendo el mayor porcentaje (12 %) con la concentracién de 3 000
mg/L de ANA.

La especie Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Chee (te) es un arbol de la
familia Myrtaceae de importancia medicinal, con gran poder antiséptico, es una
planta de dificil enraizamiento de las estaquillas, por lo que Carvalho et al., (2012),
se usaron dos reguladores del crecimiento: 4cido naftalenacético (ANA) y acido
indolbutirico (AIB) en las concentraciones de: 0; 1 000; 2 000 y 4 000 mg/L para
inducir la produccion de raices. El mejor regulador del crecimiento resultdé AIB en
la concentracion de 4 000 mg/L. El regulador ANA en la concentracion de 4 000
mg/L resultdé ser fitotdxico para las estacas de Melaleuca alternifolia (Maiden &
Betche) Chee.

Giraldo et al., (2009) evaluaron dos sustancias promotoras de enraizamiento
en estacas de Gliricidia sepium (Jacq). ( mataraton), Trichanthera gigantea
(Bonpl.)Nees (hacedero) y Salix humboldtiana willd (sauce).

Segun, Garate, (2010) el enraizamiento de estacas pueden verse alterado por
diversos factores, asi:

1. En las estacas, si la brotacion de las yemas se produce antes de emision
de raices, aquella compite y puede agotar las reservas hidricas y nutritivas
de las propias estacas.

2. El enraizamiento es mas rapido, si las areas de esclerénquima se
organizan aisladamente y estan separadas por amplias zonas de

parénquima.
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9.

En las estacas de ramas hay que tener en cuenta su polaridad, éstas
enraizan por su parte basal.

La eliminacién de yemas o de hojas, impide la formacion de raices.

El estado nutricional de la estaca, determina su capacidad de enraizamiento
En las especies lefiosas, las estacas menores a un afio, enraizan mejor,
aunque en algunas especies (olivo) la capacidad rizogénica aumenta con la
edad de los érganos de los que se separan las estacas.

En general, las estacas tomadas de las plantas jovenes, enraizan mejor
gue las tomadas de las plantas adultas.

Las técnicas culturales encaminadas a rejuvenecer las plantas (poda) o a
incrementar su actividad vegetativa (riego y fertilizacién), mejoran la
capacidad rizogénica de las estacas.

Existen variaciones estacionales en la capacidad de enraizamiento.

1.5.5. Propagacion vegetativa in vitro

No es frecuente encontrar en la naturaleza estados juveniles en arboles adultos
como fuente de material para propagacion, aunque para algunas especies puede
ser resuelto, a través de la obtencién de rebrotes de tocén, brotes epicérmicos,
podas a ras de suelo, enraizamiento seriado de estacas, injertos y etiolacion
Carrizosa y Serrano, (1996). Ante este panorama, la biotecnologia se presenta
como una alternativa para la produccion y mejoramiento de especies forestales.
Las técnicas de cultivo in vitro, han sido utilizadas de forma extensiva en la
propagacion y conservacion de recursos fitogenéticos en agricultura, Saucedo et

al., (2007), sin embargo, su utilizacion en especies lefiosas, se ha visto limitada
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por problemas en el establecimiento (por fenolizacién), falta de respuesta a la
induccion, hiperhidricidad y los relativos a la aclimatacion del material propagado
Lynch, (1999). En la mayoria de los casos, la micropropagacion en especies
lefiosas se ha llevado a cabo, utilizando semillas como fuente de explantes,
formacion via callos Clemente, (1999) y un reducido nimero de especies en las
gue ha sido exitosa la embriogénesis somatica y las yemas axilares Fay et al.,
(1999). A pesar, de estas dificultades para muchas especies forestales de gran
valor econémico y sujeto a una sobreexplotacion, ésta constituye una opcion para
Su recuperacion y ensayos preliminares de mejoramiento genético.

Actualmente, el cultivo de tejidos de especies forestales es una alternativa, cuyas
ventajas mas sobresalientes sobre los sistemas tradicionales de propagacion son:
utiliza poco material como fuente de inicio para establecer el cultivo; elimina el
efecto de las estaciones del afo; es factible obtener plantas libres de
enfermedades y, en algunas ocasiones los tiempos de propagacion son mas
cortos; ademas, ha tenido un papel muy importante como herramienta para
estudios fisiolégicos, bioquimicos , anatomicos y morfolégicos (Luna, 2002;
Sanchez, 2002).

Dentro de esta técnica de propagacion el cultivo de meristemos, yemas y apices,
es una manera sencilla de obtener nuevos brotes, los cuales pueden enraizarse y,
asi, producir nuevas plantas. Este sistema se basa en la formacion de nuevos
brotes, a partir de meristemos preexistentes, por lo que no implica fenédmenos de
desdiferenciacion y rediferenciacion celular como ocurre en organogénesis y

embriogénesis somatica.
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Con estos planteamientos coinciden Toribio y Celestino, (2000), quienes enfatizan
en que la induccioén del desarrollo de brotes axilares, seguido del enraizamiento de
los mismos, ademas de ser la forma mas comun de regeneracién, es la que
presenta mayores garantias de estabilidad genética.

La propagacion clonal de plantas, a partir de yemas apicales, meristemos apicales
o explantes nodales, generalmente ha acelerado la proliferacion de brotes axilares
durante los subcultivos. Existen cuatro pasos para este tipo de micro propagacion:
el establecimiento, la multiplicacién, el enraizamiento y la aclimatacion. El
desarrollo de este tipo de protocolos para especies de arboles tropicales, es
importante para la produccion masiva de germoplasma, que de otra manera se
pudiera perder por la imposibilidad de propagar este material o la incompatibilidad
del material vegetal usado en los métodos de propagacion convencional (por
ejemplo: enraizamiento de estacas o injertos) (Pijut et al., 2012).

Arora et al., (2010), lograron la propagacion clonal de un arbol de 40 afios de
edad de Azadirachta indica A.Juss, usando segmentos nodales cultivados en un
medio MS (Murashige y Skoog) que contenia 1.11 mg/Lde BA (benziadenina),
1.43 mg/l de AIA (acido indolacético), y 81.43 mg/L de hemisulfato de adenina. Los
explantes colectados en marzo-abril respondieron mejor al cultivo in vitro. Los
brotes fueron enraizados en un medio que contenia 2.46 mg/L de AIB. Los autores
también observaron que los explantes nodales gruesos obtenidos de la region
media se desarrollaron mejor.

Castro y Sanchez, (2010) lograron propagar arboles plus de Eucalyptus pellita F.

Muell, mediante la técnica de cultivo de tejidos vegetales in vitro. Para la fase de
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establecimiento emplearon como fuente de explantes segmentos nodales
obtenidos, a partir de brotes epicormicos de arboles plus. Para la proliferacion
evaluaron el efecto de diferentes concentraciones de BAP, donde las dosis de
0,25y 0,5 mg L™ les permitieron obtener 8,83 y 7,88 brotes por explantes en 30
dias. El enraizamiento se logré, cuando se adicion6 al medio de cultivo 1 mg L-1
de AIB con un 80% de brotes que formaron raices.

En general, las ventajas de estos métodos son: constituyen un sistema ideal para
la propagacion clonal; ofrecen la maxima estabilidad genética; es relativamente
sencillo, facilmente se encuentran las condiciones adecuadas; es ideal para la
conservacion in vitro de germoplasma, ya sea, por crecimiento retardado o por
criopreservacion. Particularmente, en el cultivo de apices se requieren explantes
de mayor tamafo que los utilizados en el cultivo de yemas axilares, lo que facilita
la manipulacion y tienen una mayor probabilidad de supervivencia; sin embargo,
este método no es aplicable, cuando se requieren plantas libres de patdgenos
(Pérez et al., 1999).

Todos estos métodos de cultivo de tejidos, parten de contar con el material vegetal
0 explante, bajo condiciones asépticas para garantizar su 6ptimo desarrollo, por lo
gue deben eliminarse todo tipo de organismos ajenos; el material y medio deben
ser esterilizados, a fin de evitar al maximo cualquier contaminacion. Este es uno
de los puntos criticos, al requerirse la experimentacion de diversos métodos de
desinfeccion adecuados al tipo de explante, que permitan la eliminacion de

contaminantes sin dafiar el tejido vegetal (Rebolledo et al., 2006).
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Sin embargo, en los procesos de micro propagacion vegetal, la presencia de
microorganismos contaminantes, tanto, externos como endogenos, afectan el
desempeiio de los explantes una vez inoculados en condiciones in vitro, haciendo
indispensable el uso de técnicas que permitan la eliminacién de dichos
contaminantes (Pérez y Jiménez, 1995; Leifert y Cassells, 2001; Suarez et al.,
2003; Jiménez et al., 2006; Lépez, 2007).

La desinfeccién de explantes aislados de plantas lefiosas perennes, ha sido
siempre una de las limitantes mas severas para el establecimiento in vitro de este
tipo de especies, reportandose contaminaciones superiores a 90 %, como en
explantes de Psidium guajava - Myrtaceae (guayaba dulce) Viloria, (1993);
Swietenia macrophylla King (caoba), Cedrela odorata (cedro) Abdelnour y Mufioz,
(1997); Quillaja saponaria Mol (Quillay) Prehn et al., (2003 ); y Tabebuia rosea
Bertol DC (roble) (Suérez et al., 2006).

Lopez et al., (2010) evaluaron diferentes protocolos de desinfeccién de explantes
(disco de hoja) de Cordia alliodora, para determinar la eficiencia en el menor grado
de contaminacién sin comprometer su viabilidad.

Collado et al., (2004) con el objetivo de lograr el establecimiento in vitro de
Swietenia macrophylla King, (caoba) emplearon brotes jovenes tomados de
plantas sembradas en condiciones de campo.

De acuerdo con un estudio previo desarrollado para la propagacion in vitro de
material vegetal seleccionado de Tabebuia rosea Bertol DC y Cordia alliodora
(Ruiz& Pav.) Okén laurel Ramirez et al., (2004) permitié ajustar protocolos de este

material en cultivo in vitro, Schuler et al.,, (2005). Sobre la base de estos
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resultados produjeron plantas de Tabebuia rosea Bertol DC) y Cordia alliodora
(Ruiz& Pav) Okén, a partir de semillas de arboles plus y llegan a la conclusion de
gue esta ultima especie mostrd ser recalcitrante para el cultivo in vitro.

Las tasas de crecimiento, desarrollo y muchas de las caracteristicas
fisiolégicas y morfologicas de las plantas formadas in Vvitro, estan
influenciadas por el ambiente fisico, quimico y gaseoso de los recipientes. El
incremento de conocimientos acerca del control ambiental del cultivo de
tejidos en condiciones estériles, esta provocando una evolucién de las
distintas técnicas empleadas en la micropropagacion de plantas. El ambiente
in vitro en recipientes con baja tasa de ventilacion presenta unas tasas
bajas de flup de materia y energia, con minimas variaciones de
temperatura, elevada humedad relativa y grandes cambios diarios de la
concentracion de CO; en el interior de los recipientes. El tipo de recipiente de
cultivo (tamafio, forma, material y sistema de cierre) puede condicionar la
evolucion de la composicion gaseosa en su interior durante el periodo de cultivo.
Ante los distintos factores de estrés que tienen que soportar durante las fases de
la micro propagacion las plantas producidas en recipientes con nulo o escaso
intercambio gaseoso, pueden manifestar alteraciones o déficit en cuanto a su
estructura anatémica, morfologica y fisiologica. Como consecuencia, estas plantas
presentan un fenotipo incapaz de sobrevivir al transplante directo al invernadero o

campo (Canfal et al., 2001).
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Areas de estudio

El canton Jipijapa, conocido tradicionalmente por su produccién cafetera a nivel
nacional, se localiza al suroeste de la provincia de Manabi. Su cabecera cantonal
es la ciudad de Jipijapa, situada a 45 Km al sur de Portoviejo y, a 403 Km al
suroeste de Quito.

El cantén contaba en el 2008 con una poblacion de 50 011 habitantes en el area
urbana y de 23 751 habitantes en el area rural, con un equilibrio entre hombres y
mujeres, destacandose que la mayoria de la poblacion, es joven menor de 18
afos de edad.

Las parroquias urbanas de Jipijapa, estan subdivididas en: Miguel Moran Lucio,
San Lorenzo y Manuel Inocencio Parrales y Guale.

La investigacion se realizé en las parroquias rurales: América, El Anegado, Pedro
Pablo Gomez, Julcuy, La Unién, Membrillal y Puerto Cayo.

2.1.1. Ubicacion geogréfica del cantdn Jipijapa.

El cantén Jipijapa, tiene una extension territorial de 1 420 Km?. Se sit(a entre los
01:10" y 01:47" de latitud sur y entre los 80:25" y 80:52" de longitud oeste, con una
altura media de 303 msnm. Limita al norte con los cantones: Montecristi,
Portoviejo y Santa Ana; al sur, con la provincia del Guayas y canton Puerto Lépez;
al este, por los cantones Pajan y 24 de Mayo y al oeste, por el Océano Pacifico.
El acceso al canton es vehicular por vias de primero y segundo orden que lo

conectan directamente con las ciudades vecinas de Portoviejo, Montecristi, Puerto
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Lépez, Pedro Carbo y, posteriormente, con el resto de ciudades del pais. (Figura

1).
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Figura 1. Ubicacién geografica del cantdn Jipijapa

2.2. Caracterizacion de las areas asociadas a Cordia alliodora. (Ruiz& Pav.)
Okén

2.2.1. Tamafio de muestra

Se empled la metodologia de inventario rapido”, Gentry (1985; 1988); Keels et al.,

(1997), citados por Garibaldi (2008); ademas, para establecer el tamano de las
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parcelas se tuvo en cuenta los criterios de muestreo utilizados por Duivenvoorden
(1994); Cuevas et al., (2002); Galindo et al., (2003); Sanchez y Lopez (2003);
Matos (2006); Mosquera et al., (2007). Se plantea que para este tipo de bosque, el
décimo de hectarea (0,1 ha) como tamafio de parcelas transitorias es adecuado
para muestrear desde el punto de vista floristico. Para estudios de dindmica

forestal se ha llegado hasta parcelas de 1 ha, pero son permanentes. (Tablal).

Tabla 1. Localidades y tipos de bosques donde se llevé a cabo el estudio

Localidad Acronimo Tipo de Bosque
La Union Un Bosque humedo
Pedro Pablo Gomez PPG Bosque humedo
Membrillal Mem Bosque seco
Julcuy Jul Bosque seco
Puerto Cayo PC Bosque seco

La América Am Bosque subhumedo
El Anegado An Bosque subhumedo

2.2.2. Variables
Independientes
= Localidades

Dependientes

Diversidad - Distribucién por clases diamétricas de
Riqueza de especies C. alliodora.

Abundancia

Dominancia

Diversidad

Dasométricas

Diametro a 1,30 m (D 130 de C.
alliodora
Altura de C. alliodora
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2.2.3. Estructura horizontal

La estructura horizontal se evalu6 mediante la determinacion de los valores de
abundancia, dominancia, y la frecuencia relativa de cada especie; asi como las
distribuciones de abundancia de arboles por clase diamétrica Mostacedo y
Fredericksen, (2000); Moreno, (2001). Se calculé el indice de Valor de
Importancia Ecoldgica (IVIE), formulado por Keels et al.,, (1997), para cada
especie, a partir de la suma de los parametros de la estructura horizontal. La
obtencion de indices de valor de importancia similares para las especies
indicadoras, sugieren la igualdad o por lo menos la semejanza del rodal en su
composicion, estructuras, sitio y dinamica Lamprecht, (1990). Para el analisis de la
distribucion por clases diamétricas de C. alliodora considerando intervalos de
clase de 10 cm.

IVIE = AR+ DR+ FR
Donde:
AR = Abundancia relativa
DR = dominancia relativa

FR = frecuencia relativa

2.2.4. Estructura vertical:

Se determiné la altura promedio y didmetro de especies en cada localidad y se
compararon dichas variables dasométricas, mediante la Prueba U de Mann
Whitney para muestras independientes a = 0,05, programa Statistical Package
For Social Science (SPSS version 15) para Windows. Ver 15.0.1, 2006, para

detectar si existian diferencias significativas.
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La regeneracion natural se evalud siguiendo la metodologia propuesta por Orozco
y Brumer, (2002), se establecieron 3 subparcelas anidadas (brinzal, latizal bajo y

latizal alto).

2.2.5. Diversidad alfa (a)

La diversidad (alfa) de especies forestales por tipo de cobertura vegetal, fue
estimada mediante la riqueza de especies. Descrita como el nimero de especies
en cada tratamiento, que es considerada el indicador mas importante de
diversidad Magurran, (1989), sobre todo en muestras con mas de 3 000
individuos.

La dominancia fue calculada por el indice de Simpson (Simpson EH, 1949) y la
diversidad por el indice de Shannon (H) (Shannon y Weaner, 1949), se calculd,
también la equitatividad que describe la abundancia proporcional de especies.
Para determinar la similitud entre las diferentes localidades en funcion de la
composicion floristica y la abundancia de cada especie, se realizé el analisis de
conglomerados jerarquicos mediante la medida de similitud de Sorensen
(diversidad beta B) (Bray-Curtis) Beals, 1984; McCune y Beals, (1993). También,
se us6 el método de ordenacion por analisis de correspondencia (Hill, 1973) para
facilitar el ordenamiento de las mismas, conforme a la composicién y abundancia
de especies.

Los célculos de ambas medidas de diversidad fueron realizados con el programa

BioDiversity Pro. 2006.
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2.3. Macro propagacion y micro propagacion de Cordia alliodora.

En la Figura 2, se muestra la marcha analitica propuesta para la propagacion
vegetativa de C. alliodora, por ambas modalidades: ex vitro (macropropagacion)
de material juvenil y la propagacion in vitro (micropropagacion), a través de dos
vias plantas de dos meses de edad (vivero) y brotes epicormicos (arbol plus)
obtenidos de arboles seleccionados del campo; pero, en este caso se utilizaron los

explantes de yemas apicales y de plantulas de vivero.

2.3.1. Propagacion ex vitro

2.3.1.1. Obtencion de explantes

La obtencion de los explantes se selecciond en las comunidades La Union y El
Anegado, para llevar a cabo la micro propagacion del material vegetal de arboles
plus con las siguientes caracteristicas: forma de fuste, dominancia del eje principal
(Dominancia completa en el eje inicial), angulo de insercion de las ramas (60 a
90°), forma de copa (circular) y diametro de copa (Copa vigorosa mayor a 10 m)

y plantas de dos afios de edad, provenientes de semillas (vivero).

Las plantas madres se cultivaron en funda de polietleno 5 x 4 cm. bajo
condiciones controladas en un sistema forzado (invernadero), en un sustrato
compuesto de 50% de tierra de cafetal y 50% de arena de rio.

Las plantas fueron expuestas semanalmente a tratamientos de fertilizacion
utilizando Yara-Mila Complex AGRIPAC (Ecuador) con dosis 50 mg /L; manejo
de plagas y enfermedades, se empled Cobrex nordox Fungicida cuprico Industrier

As.(Noruega) 2 mg/L y manejo de plantas y labores culturales mediante cortes
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regulares, a través de poda, tanto, para la produccién de esquejes como para el
mantenimiento del material vegetal, de donde se obtuvieron miniestacas de 12 cm
de longitud a diferentes partes de las plantulas eliminando todas sus hojas. Las

miniestacas se ubicaron en recipientes que contenian agua destilada para evitar

la deshidratacion.

Propagacion Vegetativa

Macropropagacion Micropropagacion

Plantas (de 2 afios envivero) Arboles plus

Miniestaguillado : o
it Vivero Brotes e picérmicos

Induccion de enraizamiento

Desinfeccian

Segmentos nodales

Establecimiento in vitro

Multiplicacion

Enraizamiento

A 4

Plantacion

Aclimatacion

Figura 2. Marcha analitica para el establecimiento de la propagacion de Cordia alliodora.

2.3.1.2. Induccion del enraizamiento
Se disefiaron 9 concentraciones con auxinas para inducir el enraizamiento y un

testigo al cual no se le aplic6 ningun regulador del crecimiento. Las hormonas
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utilizadas fueron ANA en concentraciones de 1 000, 3 500, 4 000 y 20 000 ppm y
AIB de 500, 1 000, 1 500, 4 000 y 20 000 ppm, ambas en forma de polvo enraizador,
evaluandose la longitud de las raices.

Para el enraizamiento de las miniestacas, se utilizO un sustrato en proporcién
50%  aserrin + 50% tierra de cafetal, el cual fue desinfectado con Vydate
insecticida, nematicida E.I Du Pont De Nemours And Company (Estados Unidos) a

5 g/L dejandola en reposo y cubierta con polietiieno durante 12 horas para
después proceder al llenado de las bandejas y la plantacion de las miniestacas. El
aserrin de madera, contiene las siguientes caracteristicas: se compone
principalmente de fibras de celulosa unidas con lignina. Segun analisis, su
composicion media es de 50% de carbono(C), 42% de oxigeno (O), 6% de
hidrogeno (H) y 2% de Nitrégeno asociados a otros elementos (N). Tierra de
cafetal en el examen fisico y quimico tierra de cafetal: El PH 6.3, Nitrégeno 3.1
%, Fosforo (P) 1.63 %, Potasio 1.5 %, Calcio 2.8 %, Magnesio 1.3 %, C.
organico 47 %, Sulfato 33% , Cobre 35%, el Hierro 17% , el Manganeso
43.8%. Se evalud la ocurrencia de enraizamiento, la longitud de la raiz mayor y el

namero de raices por tratamiento, pasados los dos meses.

2.3.2. Propagacion in vitro

2.3.2.1. Obtencion de explantes

Se utilizaron segmentos nodales, obtenidos, a partir de las siguientes fuentes:
- Plantas de dos meses de edad en vivero.

- Brotes epicérmicos, a partir de arboles plus de C. alliodora.
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En las dos localidades estudiadas: La Union (Un) y El Anegado (An), fue realizada
la seleccion de arboles plus donantes de brotes epicérmicos, pues las poblaciones
asociadas a localidades tenian mayores tamafios poblacionales, gran regeneracion
natural que refleja una buena salud genética con pardmetros dasométricos
promedios altos y gran variabilidad garantiza el proceso de selecciéon. Los
individuos seleccionados como arbol plus se identificaron con la aplicacion de la
metodologia de Murillo et al., (2010). Para seleccionar los arboles plus se consideré
de acuerdo a cada una de sus caracteristicas: Forma de fuste recto, Dominancia del
eje principal (Dominancia completa en el eje inicial), Angulo de insercién de las
ramas (60 a 90°), Forma de copa (Circular), Diametro de copa (Copa vigorosa

mayor a 10 m).

A individuos de C. alliodora se les realizd una herida en el lado este del tronco en
forma de semianillo, a una altura de 30 a 40 cm de la base del tronco, aplicandole
una solucién de la citoquinina BAP a concentracion de 6,0 mg/L, siguiendo la
metodologia de Murillo et al., (2001).

Pasados 90 dias, los brotes fueron colectados y transportados en hielo a las
areas del laboratorio para continuar con la propagacion in vitro.

Los explantes axilares y apicales de las plantulas de dos meses y los brotes
epicérmicos fueron cortados y sumergidos en una solucion de acido ascorbico a
concentracion de 150 mg/L para evitar la oxidacion fendlica.

2.3.2.2. Establecimiento del cultivo aséptico

Las plantulas de dos meses fueron fumigadas dos veces por semana con una

mezcla de Vitavax y Benlate a la concentracion de 1 g/L para asegurar una mayor
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sanidad de los materiales, mientras que los brotes se fumigaron antes de
seccionarse.

Los explantes se colectaron en solucion de &acido ascoérbico 150 mg/L,
seccionado de brotes a 3 cm. de longitud, fueron lavados en agua destilada (2-3
veces), Y luego sumergidos en agua destilada por 10 minutos a objeto de bajar el
contenido endbgeno de fenoles, inmediatamente se sumergieron en bicloruro de
mercurio a concentracion de 0,25% mas dos gotas de Tween 80 durante cinco
minutos en la zaranda orbital marca: Vwr Modelo: Incubating Orbital Shaker Serie:
100928002, se suministraron tres enjuagues de agua destilada estéril. En la
cabina de flujo Bioseguridad marca: Labconco, Modelo: 3450001, Serie:
1008293010, se procedid segun los cinco tratamientos (tabla 2.), se condensan
los procesos con las respectivas sustancias quimicas utilizadas en la desinfeccion
del material vegetal de Cordia alliodora.

Tabla 2. Variantes de desinfeccion de los explantes empleados.

Variant Ca(CIO) NacCl T. EtO T. Gentamicin  Povidy T. Ac!do.
R glL o % Mi H mi a mgiL % mi  ascOrbic
2 n % n n  omg/L
T1 2,5 75 2 75 1 150
T2 2,5 50 1 75 Yo 150
T3 40 2 70 1 80 1 5 150
T4 2,5 3 75 1 5 5 150
T5 2,5 2 75 1 80 2.5 5 150

+» Alcohol Marca: Weir, Grado: 97% Laboratorio Farmacéutico Weir (Ecuador)

< Povidin Jabdén Liquido, Antiséptico, Bactericida, Fungicida, Esporicida,
Viricida.Contiene: Yodopovina 7.5% U.S.P (0.75% Yodo Disponible) Lab. Dr. A.
Bjarner C.A (Ecuador)

En el establecimiento se utilizé un medio de cultivo MS (Murashige y Skoog,1962)
modificado a la mitad de concentracién de nitratos, suplementado con 4 mgl/L,
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vitaminas de Morel (D-Calcium pantothenate 1 mg/L, myo-Inositol 100 mg/L,
Nicotinic acidl mg/L, Pyridoxine « HCI 1mg/L, Thiamine « HCI 1 mg/L y Biotina 0.2
mg/L) y 30 g/L de sacarosa, libre de hormonas, solidificado con agar 7 g/L y el pH
fue ajustado a 5,7 con hidroxido de sodio (NaOH). (1 a 2 gotas (NaoH) en solucién
2N (equivale a 4 gr en 100 ml de agua), el mismo que sirve para subir, en caso de
que el pH supere los 5.7 se utiliza (media gota) de Acido Clorhidrico (HcN). En
este medio se mantuvieron por 21 dias.

Los experimentos fueron evaluados a los 7 dias, teniendo en cuenta: porcentaje
de explantes contaminados (C), porcentaje de explantes fenolizados (F),
porcentaje de explantes establecidos (E).

Los medios de cultivo se distribuyeron en tubos de ensayo con capacidad de 60 ml
(15 ml/tubo) o en frascos con capacidad de 100 ml (25 ml/frasco) y se
esterilizaron en autoclave por 15 minutos a 120°C de temperatura y 1,5
atmosferas de presion.

2.3.2.3. Multiplicacién

Los explantes establecidos en la etapa anterior se cultivaron en medios
constituidos por las sales del MS, suplementado con 4 mg/L vitaminas de Morel,
30 g/L de sacarosa, agar 7 g/L ajustando el pH a 5,7. Para definir el balance
hormonal adecuado se disefiaron las siguientes variantes: M1: Kinetina (KIN)
0,25 mg/L + AIB 0,40 mg/L, M2: Kinetina (KIN) 0,50 mg/L + AIB 0,50 mg/L, M3:
Kinetina (KIN) 1mg/L + AIB 0,60 mg/L, M4: Kinetina (KIN) 1,5 mg/L + AIB 0,70

mg/L, M5: Kinetina (KIN) 2,5 mg/L + AIB 0,80 mg/L y un testigo sin hormonas, se
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mantuvieron por 28 dias y se subcultivaron tres veces. En esta etapa, se evalud a
las tres semanas: el nUmero de brotes por explante.

Comprobados los supuestos de normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk,
se realiz6 un ANOVA (p<0,05) de clasificacion simple para determinar el efecto de
las variantes sobre la multiplicacién y una Prueba de Duncan para detectar las
diferencias entre variantes de la multiplicacion. Para los andlisis estadisticos, se

empled el software SPSS 15.0 para Windows, Version 15.0.1, (2006).

2.3.2.4. Enraizamiento

Los brotes se individualizaron y los que median de 15 a 20 mm y que
presentaban al menos dos hojas bien diferenciadas se transfirieron para un medio
liquido, con soporte de papel de filtro, que contenia las sales del medio MS
reducidas a la mitad de su concentracion, sacarosa 15 g/L, carbon activado 1,0 g/L
y para la induccién del enraizamiento se emplearon las auxinas E1: ANA 1,0 mg/L,
E2: AIB 1,0 mg/L, E3: AIA1,0 mg/L junto al testigo. El experimento se desarrolld
en camaras con temperaturas entre 23-27°C con un fotoperiodo de 16 horas luz y

una intensidad luminosa (kIx) entre 3-4 obtenida de lamparas fluorescentes.

2.3.2.5. Adaptaciéon y Endurecimiento

Las vitroplantas de C. alliodora de tres a seis cm de longitud, que poseian como
promedio tres raices y que la raiz mayor media entre tres y cinco cm
aproximadamente, se extrajeron de los tubos de cultivo y se colocaron en
bandejas de 72 orificios que contenian tierra de cafetal 50% + 50% aserrin.

Previamente, se recortaron las raices con mas de dos cm. de longitud, dejandolas
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de un tamafio de dos cm. Las bandejas se colocaron en una cdmara humeda con
100 % cobertura. El riego se efectud por nebulizacion tres veces al dia, cada dos
minutos durante 30 dias; evaluandose el porcentaje de sobrevivencia.

Las plantas que a los 30 dias habian sobrevivido se trasladaron al umbraculo,
donde habia un 70% de sombra y se trasplantaron a bolsas de polietileno que
contenian el mismo sustrato reduciendo el riego hasta intervalos de 4 dias, En
esta etapa se realizaron aspersiones del fungicida Vitavax cada siete dias, hasta
gue las plantas, fueron llevadas a plantacién pasados los 60 dias monitoreando su

altura, diametro en cmy el vigor.

2.4. Establecimiento de la plantacion

Para la realizacion de estos estudios se establecié una plantacién de C. alliodora
con plantulas obtenidas por cultivo in vitro, en los predios experimentales del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad de Estatal del Sur de
Manabi.

Los datos de la plantacion son los siguientes:

Ubicacion: Km. 1 Carretera a Noboa, Campus los Angeles

Fecha de plantacion: noviembre de 2012

Suelo: franco arcilloso con pendiente de un 40% (Alvarez, 2012).

La plantaciéon sigue un disefio de bloques con un total de 216 plantulas a un
espaciamiento de 4 x 3 m. con la Unica restriccion de la no contiglidad

entre bloques de ramets procedentes del mismo clon Pardos y Gil (1986).
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2.4.1. Preparacion del terreno
Con la ayuda de un GPS Marca: Garmin, Modelo: GPS Map 60 Cx, se replantea
el terreno en cinco parcelas y se sefializa cada una de las plantulas en funcion de
arbol plus y de las localidades Unién y Anegado, y se preparé el terreno
manualmente con tubo de plantar.
2.4.2. Plantacion.
Cada plantula fue desembolsada y colocada en un hoyo de 25 x 25 cm x 30 cm de
profundidad, donde previo a la plantacion, se colocdé una capa de sustrato
compuesto por tierra de cafetal 70% + arena de rio 30%.
Al momento de la plantacién, se midio la altura y el diametro, al mes de plantadas
se procedio a la evaluacion mensual de 170 individuos con relacion a altura de la
planta, diametro, porcentaje de mortalidad y vigor de acuerdo a Quevedo, (1993):
- Excelente (calificacion 3): abundante follaje (9 a mas yemas), color verde
intenso de las hojas, y apariencia saludable del planton.
- Buena (calificacion 2): mediano follaje (6-8 yemas), color verde intenso,
con presencia de color verde palido, apariencia saludable del plantén.
- Regular (3): poco follaje (1-5 yemas), color predominante verde

amarillento, y apariencia débil del plantén.
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lIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Estructura horizontal

3.1. Estructura de las poblaciones de C. alliodora por localidad

En la Tabla 3, se presenta la abundancia de C. alliodora por localidad, asi como
los promedios de las variables diametro (cm) y altura (m). De acuerdo a la prueba
de comparacion de muestras independientes de U Mann Whitney, se comprobé

gue existen diferencias significativas entre localidades.

Tabla 3. Promedios de didmetro y altura de la estructura de las poblaciones de C.
alliodora por localidad.

Localidad Numero de individuos Diametro (cm) Altura (m)
La Unién 294 21,72+21,2b 8,48 £6,7 d
Pedro Pablo Gomez 128 2587 +16,4 b 10,68+4,6 ¢
Membrillal 76 25,44 +10,1b 16,17+ 6,5 a
Julcuy 39 28,04+£169b 10,85+59c¢
Puerto Cayo 70 755+£89 c 5,76 £ 6,3 e
América 170 22,36 +16,0 b 8,04+46 d
Anegado 139 33,97+£193a 14,17+58 b

Letras desiguales indican diferencias significativas P<0,05, para la Prueba U de Mann Whitney.

Puerto Cayo presenta los valores mas bajos de ambas variables dasométricas,
resultado esperado de acuerdo a las condiciones ambientales de esta localidad.
Las mejores poblaciones desde el punto de vista dasométrico son: EI Anegado y
Membrillal, este ultimo favorecido por ser un bosque de transicion seco - hiumedo
y distante de los ndcleos poblacionales, ademas, de que sus propietarios aun no
comercializan su madera.

En las localidades (ElI Anegado, La América, La Union y Pedro Pablo Gomez),
donde es mayor el cultivo del café, el dosel del bosque estd permanentemente

abierto y la abundancia de C. alliodora es favorecida por ser una especie helidfila.
49



3.2. Estructura diamétrica de C. alliodora

Al analizar cada localidad en la Tabla 4, se comprob6 que la mayoria de ellas,
tienen algun grado de alteracion en cuanto a la distribucion por clases diamétricas,
con excepcion de La Union y El Anegado, que son las localidades con mayor
abundancia de la especie y riqgueza como medida de diversidad y, ademas, estan

bien estructuradas desde las clases inferiores a las superiores.

Tabla 4. Distribucion por clases diamétricas de Cordia alliodora

Clases Union Pedro Membrillal Julcuy Puerto América Anegado
Diamétricas (Un) Pablo (Mem) (Jul) Cayo (Am) (An)
(cm) GOmez (PC)
(PPG)

10,0 102 18 9 3 48 42 7
20,0 70 30 10 15 16 39 19
30,0 40 50 21 8 5 64 44
40,0 63 20 36 4 1 10 33
50,0 10 3 3 8 17
60,0 1 6 4
70,0 3 2 2 6
80,0 1 2 2 4
90,0 1 1
100,0 3 3 4
120,0 1

140,0 1

150,0 1

3.3. Estructura vertical
3.3.1. Diversidad

Rigueza de especies

En la Tabla 5, se presentan la cantidad de numeros de especies e individuos

identificados por localidad, la mayor cantidad de especies se encontraron en la
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zona de bosque subhumedo, donde la presion por el establecimiento del café es
menor que la zona de bosque humedo, por lo que hay una mayor cantidad de
especies del bosque original. En las zonas de bosque seco, la extraccion de

madera y la conversién a rastrojales, incide fuertemente en la riqgueza de especies.

Tabla 5. Numero de especies e individuos por localidad.

Localidad # Especies # Individuos
Union 10 398
Pedro Pablo Gémez 14 204
Membrillal 11 119
Julcuy 5 70
Puerto Cayo 6 206
América 16 255
Anegado 19 234

En Julcuy aparte de lo sefialado anteriormente, incide, ademas, el pastoreo que
reduce significativamente la presencia de individuos, con respecto al resto de las

zonas de estudio.

En la Tabla 6, se presenta la lista de especies mas importantes identificadas en
los muestreos de campo, se destaca C. alliodora con un indice de valor de
importancia (IVIE) superior a 1, esta especie se encontré en todas las localidades

y es notable su abundancia.
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Tabla 6. Listado de las especies forestales por localidad junto al indice de valor de

importancia (IVIE).

Especies Un PPG Mem Jul PC Am An IVIE

Cordia alliodora 294 130 76 39 72 170 139 1,619
Sapindus saponaria 10 2 9 10 4 9 10 1,036
Citrus sinensis 19 10 10 8 9 0,752
Manguifera indica 10 10 10 8 9 0,746
Guasuma ulmifolia 2 1 42 3 0,604
Musa sampientum 10 10 1 9 0,592
Musa cavendishi 10 10 1 7 0,590
Inga edulis 10 1 6 8 0,588
Cedrela odorata 8 1 3 1 0,580
Mauria berringo 3 9 2 0,438
Swietenia macrophylla 2 1 1 0,431
Albizia guachapeli 42 1 0,315
Persea americana 10 10 0,299
Prosopis juliflora 8 10 0,298
Triplaris cumingiana 3 9 0,294
Cordia eriostigma 7 1 0,291
Inga spp. 2 4 0,290
Trema michranta 42 0,171
Crescentia cujete 15 0,153
Jacquiia pubescens 10 0,150
Nectandra spp. 10 0,150
Inga edulis 10 0,150
Ocotea tonduzu 10 0,150
Syzygium jambos L. 10 0,150
Inga heteropoda 9 0,149
Psidium guajaba 7 0,148
Pithecellobium arboreum 4 0,146
Tabebuia bignonia 4 0,146
Cecopria garciae 2 0,144
Annona muricata 1 0,144
Coffea arabiga 1 0,144
Chrysophyllum caimito 1 0,144
Solanum spp. 1 0,144
Mutingiacalabura 1 0,144
Tabebuia ecuadorensis 1 0,144
Mauria heterophylla 1 0,144
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Diversidad de especies

En la Tabla 7, se presentan los valores de dominancia y diversidad de cada
localidad, en general, indican que la diversidad de especies es baja y la
dominancia alta, estos valores estan influenciados por la alta presencia de C.
alliodora, especie favorecida en el manejo por su valor maderero.

Tabla 7. Diversidad de especies por localidad.

Indice de Diversidad Un PPG Mem Jul PC Am An
Simpsons (D) 0,553 0,418 0,428 0,363 0,244 0,452 0,365
Simpsons (1/D) 1,809 2,393 2,337 2,757 4,009 2,215 2741

Shannon H' Log Base 10, 0495 0651 0573 053 0648 0648 0,742

Shannon Hmax Log Base 10, 1,146 1,041 0,699 0,778 1,204 1,279

Shannon J' (Equitatividad) 0495 0568 0551 0758 0,833 0,538 0581

Leyendas: Unién (Un), Pedro Pablo Gomez (PPG), Membrillal (Mem), Julcuy (Jul), Puerto
Cayo (PC), América (Am) y Anegado (An).

Puerto Cayo, y Julcuy aun cuando tienen la menor rigueza de especies, la
distribucion mas uniforme entre éstas, hace que los valores de diversidad sean
mas altos, de acuerdo a las curvas de abundancia de la Figura 3 tienen los
valores méas bajos del ajuste a la funcién logaritmica (R?) (como indicador de
diversidad).

Las caracteristicas de las curvas y el valor R? del resto de las localidades,
especialmente de La Union, confirman el efecto de la elevada abundancia de C.
alliodora, esto provoca que el primer tramo de la curva tenga una caida abrupta,

aunque existan otras especies con algun grado de importancia.
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Figura 3. Curvas de abundancia de especies por localidades. El ajuste (lineas
discontinuas) es en base a la funcién logaritmica.

Los datos de abundancia estan transformados a escala logaritmica (Ln)
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Diversidad 3

Como resultado del analisis de cluster, se obtuvo el dendrograma de la Figura 4,
segun este diagrama se forma un conglomerado donde se incluyen todas las
localidades menos Puerto Cayo, que por sus caracteristicas en cuanto a riqueza y

abundancia se diferencia del resto de las localidades.

La ordenacion de las localidades por medio del analisis de correspondencia revela
la presencia de tres ecosistemas bien definidos; el primero, constituido por los
bosques secundarios humedos y subhimedos; el segundo, por las localidades del

bosque secundario seco tipico y el tercero, por el bosque seco costero.

Este resultado desde el punto de vista del manejo es util, pues se puede enfocar
en funcion de las similaridades entre las formaciones de cada grupo. La
singularidad del bosque secundario seco costero, debe constituir objeto de

especial atencion, por la complejidad e importancia de este ecosistema.

Desde el punto de vista de diversidad beta, Puerto Cayo, es la Unica localidad que
aporta un cambio, su similitud con las demas localidades no sobrepasa el 50%.
Por su condicién de zona costera, aparecen especies que la singularizan con

respecto a las demas.
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Bray-Curtis Cluster Analysis (Single Link)

Puerto Cayo
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Figura 4. Dendrograma resultado de la clasificacion de los sistemas agroforestales de las

localidades objeto de estudio.

La regeneracion natural no es homogénea en cada una de las localidades,
resultando en forma general, baja para la especie. Las localidades, donde es
mayor la regeneracion son Puerto Cayo y La Uniodn, esta Ultima con una dinamica
favorable para la renovacion de la poblacién de C. alliodora. Por otro lado, en El
Anegado, cuya principal actividad agricola es la produccién de café posee los
valores menores de regeneracion, esto se debe a que el agricultor cuando realiza
las labores culturales en su finca, corta la vegetaciéon que se encuentra en el sitio
y va fragmentando la regeneracion natural de las especies presentes en el area,
s6lo quedan las que estan visibles de C. alliodora ( Tabla 8). Gran parte de los
arboles de mayor altura de C. alliadora por la calidad de su madera, son

comercializados por los campesinos.
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Tabla 8. Regeneracion Natural de Cordia alliodora

Localidades

Regeneracién
Un PPG Mem Jul PC Am  An Total

Brinzal 21 0 4 1 35 2 1 64
Latizal bajo 3 0 3 1 1 6 6 20
Latizal alto 78 17 2 1 12 36 0 146
Total regeneracion 102 17 9 3 48 44 7 230
% regeneracion 35 13 12 7 69 26 5 25,1
Total especies 294 128 76 39 70 170 139 916

Leyendas: Union (Un), Pedro Pablo Gémez (PPG), Membrillal (Mem), Julcuy (Jul), Puerto
Cayo (PC), América (Am) y Anegado (An).

La regeneracion observada de especies maderables se encuentra bastante
disminuida; dando cuenta de los efectos de extraccién y reconversion sobre la
dinamica de la regeneracion de especies comerciales.

El uso y manejo inadecuado de estos sistemas agroforestales, es el principal
impacto ambiental que se distingue y ha tenido sus consecuencias sobre la
conservacion del bosque. Esta tendencia parece mantenerse y no hay indicios de
gue esta situacion vaya a cambiar en el corto plazo. Los dramaticos cambios
provocados por la conversion de bosques a tierras agricolas, sobre la diversidad
bioldgica en los ultimos 50 afios podrian colocar a muchas especies en estado de
amenaza critica (Laurance y Cochrane, 2001; Laurance; 2006; Pérez y Laurance
2006). Sumado a ello, los efectos globales de los cambios climaticos podrian
poner en peligro a las especies con incapacidad de emigrar, a través de paisajes
“hostiles” para alcanzar nuevas areas con clima y habitats mas apropiados

Laurance, (2006).
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Perder biodiversidad, es perder oportunidades de mejorar la calidad de vida, asi
como, la posibilidad de incorporar diferentes especies y sus variedades a la dieta
humana; de obtener sustancias naturales de importancia para el mantenimiento de
la salud y cura de enfermedades; de proteger la calidad del agua y el suelo,
mediante el mantenimiento de la cubierta forestal y de disfrutar de opciones
recreativas y estéticas.

El aspecto anterior se corrobora en los valores de importancia (IVIE) presentados
en la Tabla 6, que son muy bajos en general, excepto para C. alliodora que
alcanza valores de frecuencia y abundancia relativa muy altos con respecto a las
demas especies.

La abundancia, dominancia, la distribucion diamétrica regular de C. alliodora, asi
como, la frecuencia de individuos adultos aislados y en regeneracion natural,
observada sugieren que esta especie es una de las mas favorecidas por las
perturbaciones, de ahi, su potencial para ser incorporadas a un programa de
manejo forestal para la recuperacion de estos bosques. El Ministerio de agricultura
y Ganaderia, a través de su plan de forestacion y reforestacion ha considerado la

especie para serincorporada en el programa de manejo forestal en el pais.

El principal impacto que ha incidido en la situacion actual, es la explotacién y
consecuente degradaciéon de estos bosques que han reducido considerablemente
la composicién de especies, su estructura y diversidad, al respecto Roarke, y
Marzluff, (2004), sefialan que a nivel floristico, el tipo e intensidad de uso anterior
del sitio determina la recuperacion de la composicion y rigueza de especies, por lo

gue la recuperacion de estos ecosistemas sera a largo plazo.
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Debido a la incidencia que el hombre ha ejercido sobre estos ecosistemas, entre
ellos; la sobreexplotacion, la diversidad de especies es baja y de continuar esta
accion en un futuro estas formaciones pueden perder su estructura, debido al uso
del suelo que el hombre realiza y cuando ya los cultivos que han implantados en
ellos, baja la productividad los abandonan y, entonces, se convierten entonces
en rastrojales improductivos (Figura 4).

Se toma en cuenta los resultados obtenidos y el planteamiento de varios autores
consultados, acerca de la Cordia alliodora, se concluye que es una especie
favorecida por el manejo; que se encuentra entre las mas recomendadas para la
zona del bosque humedo premontano; que la prioridad que se le esta dando,
permite asumirla como especie clave para el mantenimiento de la integridad del
ecosistema; que cualquier actividad de conservacion y fomento resulta de una
importancia cardinal en la zona norte-litoral de Manabi y que esas acciones deben
garantizarse, a partir de un genofondo local, es que se estructuran las
metodologias que permitan su propagacion vegetativa ex vitro o
macropropagacion (a través de estaquillas) e in vitro o micropropagacion, con la
finalidad de multiplicar los arboles plus seleccionados y establecer una plantacion
de mejora, que aporte material vegetal élite para un programa de fomento y
mejora forestal.

3.4. Propagacion ex vitro

3.4.1. Induccidon de enraizamiento

El enraizamiento se obtuvo aproximadamente a los 15 dias de la induccién en
todos los tratamientos; sin embargo, la presencia de reguladores de crecimiento,
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favorecio notablemente el desarrollo (Tabla 9). Pasados los 30 dias las plantas ya

se encontraban apropiadas para su trasplante a bolsas, (figura 5).

- —

Figura 5. A) Miniestacas de dos meses con aparecimiento de brotes y raices: B)
Plantas AIB de 1000 mg/L C) Plantas con AIB de 500,mg/L.

Este resultado coincide con lo recomendado por Soudre et al., (2008), quienes
plantean que el periodo Optimo de enraizamiento es propio de cada especie;
pero, por lo general es de 30 a 50 dias, para la mayoria de las especies
forestales y frutales, después de ese periodo no vale la pena continuar,
porque las estacas que enraicen, posteriormente, tendran raices deébiles y
escasas por lo que, se debe definir un momento de levante, dependiendo
de la velocidad de enraizamiento de cada especie.

La prueba de comparacion, revel6 diferencias significativas entre los tratamientos
en cada una de las variables evaluadas, tanto ANA como AIB para la induccién,
pero los mejores resultados se obtuvieron con el tratamiento con ANA- 1 000 mg/L
y con AIB- 500 mg/L; sin embargo, estadisticamente son iguales. Estos

resultados son consistentes con lo descrito por Valarezo (1984), quien menciona
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gue las sustancias mas utilizadas para estimular el crecimiento radicular en

estacas son el Acido indolbutirico (AIB) y el Naftalenacético (ANA).

Tabla 9. Resultados del efecto de AIB y ANA en diferentes concentraciones sobre el
comportamiento del enraizamiento de estaquillas de C. alliodora.

Tratamientos Enraizamiento Longitud de la raiz mayor Nimero de
(ppm) (%) (mm) raices
Sin hormonas 52.00 ¢ 10.89+ 0,3b 1.89+72hb

AlIB- 500 95.25 a 11.50+2,1b 327+t45a
AIB-1 000 67.30 b 3047 +4,1a 1.47+6,9b
AlB- 1500 68.20 b 11.80+4,8 b 180+43 b
AlB-4 000 32.58d 1755+52 a 155+54 b
AlB- 2 0000 56.23 bc 16.50+3,8 a 1.50+6,3 b
ANA-1 000 89.45 a 1473+15a 280+36 a
ANA-3 500 67.68 b 13.67+6,3b 167+£57 b
ANA-4 000 57.45 bc 12.30+6,7b 130£71 b
ANA-20 000 36.70d 1458+89ba 1.58+6,6b

Letras iguales no difieren estadisticamente P>0.05 segun prueba de Duncan

Es de sefialar que a medida, que se incrementa la dosis de ANA y AIB se reduce
la produccion de raices, lo cual esta relacionado con el efecto inhibidor de estas
auxinas en concentraciones altas. Gupta et al., (1989); Ramos, (2000).
Coincidiendo también con lo encontrado por Chavez et al., (2000), Santelices y
Cabello, (2006) y Santelices, (2007), en cuanto a que las mayores respuestas al
enraizamiento de estacas para Fuchsia magellanica Lam. y Nothofagus glauca
(Phil.) Krasser, se lograron con bajas concentraciones de AlB.

En el trabajo realizado por Latsague et al., (2009) reporta que para inducir o
estimular la rizogénesis, algunas especies requieren previamente un tratamiento

con hormonas promotoras de raices.
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En ensayos en Swietenia macrophylla King, los mejores resultados alcanzaron al
inducir con AIB a 1 000 mg/L para un 78,5 % con una longitud de 3,9 cm los
cuales, ademas tuvieron mejor comportamiento en campo Sanchez, (2011), por su
parte Acosta, (2006) logré el enraizamiento s6lo en variantes con combinacion de
ANA y AIB a 1 000 mg/L para la especie Triplaris guayaquilensis Wedd en un
93,33% con longitud de la raiz de 2,89 cm.

Varios autores reconocen que las sustancias mas recomendadas para estimular el
crecimiento radicular y su induccion en especies forestales son AIB y ANA

(Fermino et al., 2011; Sotolongo et al., 2011).

GoOmez et al., (2010) evaluaron la sensibilidad de respuesta de esquejes
aplicando un tratamiento con las siguientes concentraciones de AIB: O (testigo),
100, 200, 500 y 1 000 mg/L. Por un periodo de 90 dias el ensayo lo establecieron
en invernadero con sistema de riego nebulizado sobre cama de enraizamiento, sin
control de temperatura y en sustrato de turba desinfectada. La mayor sensibilidad
la observaron para la concentracion de 1 000 mg/L y concluyeron que la
respuesta de los esquejes a la sobrevivencia y, a la induccion de enraizamiento
era similar, aunque para la concentracion de 1 000 mg/L de AIB tendia a
aumentar.

Concentraciones superiores a 3 000 mg/L en ambas auxinas provocaron no solo
la disminucion, del enraizamiento, sino, también a la formacion de callos en las
bases de las miniestacas, que se presentaron en el 15% de las miniestacas en
tratamientos con 4 000 mg/L, este comportamiento es similar en especies como
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Berberidopsis corallina Hooker Latsague et al., (2008) y Heliocarpus americanus
var. Vasquez et al., (2006).

Carvalho da Silva et al., (2012) usaron dos reguladores del crecimiento: &acido
naftalenacético (ANA) y acido indolbutirico (AIB) en las concentraciones de: 1 000;
2 000 y 4 000 mg/L para inducir la produccién de raices. El mejor regulador del
crecimiento resultoé ser: AIB en la concentracion de 4 000 mg/L. El regulador ANA
en la concentracion de 4 000 mg/L resultd ser fitotoxico para las estacas de
Melaleuca alternifolia Cheel.

Varios autores han referido el efecto negativo del callo basal en las técnicas de
propagacion ex vitro e in vitro Chanatasig, (2004), ya que en esa zona no se
desarrollan adecuadamente las estructuras y tejidos de transporte que permiten la
conexion entre la parte aérea y la radical George, (1996), 0 en muchos casos no
se inducen raices (Roca, 1991).

El tamafio de las raices y el nUmero de las mismas, es un aspecto a considerar
como elementos de calidad de la miniestaca y coinciden en un numero de raices
superiores a tres Ramos et al., (2000) y con longitudes de 2,5 cm. son idoneas,
para garantizar su sobrevivencia en campo Sanchez, (2000); Cruz et al., (2005).
Por otro lado, cuando se trata de propagacion por estacas juveniles, algunos
investigadores como Mesén, (1998) considera que con solo obtener una
longitud de 1-2 cm de raiz y en un nimero de tres raices por estaca, es suficiente
para extraer las estacas enraizadas del propagador y ser trasplantadas en bolsas
y adaptadas previamente en el vivero, antes de ser llevadas a campo
definitivo, mediante este proceso; ademas, es necesario garantizar el mayor

63



porcentaje de enraizamiento con una mayor cantidad de raices distribuidas
alrededor del perimetro de la estaca, que obtener estacas con una o dos
raices largas Zorrilla, (2012). Sin embargo, en C. alliodora concentraciones bajas

de AIB, resultan buenas para alcanzar dichos estandares a los 45 dias. (Figura 6)

Donantas PLANTAS (2 afios en vivero
tomadas de arboles plus)
£ '
Miniestaquillado Segmentos 12 cm de longitud y
L J diametros entre 0,5-0,9 cm
'd 2,

Induccién de enraizamiento _|_) Aplicar polvo enraizador AIB 500
ppm

L% vy
Condiciones de
induccion de
enraizamiento [ Plantacién ]
durante 30 dias y 30

dias endurecimiento

Figura 6. Propagacion vegetativa de estaquillas de Cordia alliodora
3.5. Propagacion in vitro
Del total de 62 arboles, sélo 21 de ellos, cumplieron con los criterios de seleccion y
fueron marcados como arboles plus, 9 en la localidad La Union y 13 en El
Anegado, respectivamente, siendo empleados para la micropropagacion.
3.5.1. Desinfeccion y establecimiento del material vegetal
La contaminacion y fenolizacion de los explantes son los fenbmenos mas
comunes Y dificiles de controlar durante el cultivo in vitro de especies forestales, el

primero de éstos, esta condicionado por la presencia de “contaminantes”
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superficiales y enddgenos, hongos y/o bacterias latentes en los espacios inter -
celulares, los cuales aparecen, bajo las condiciones ecolégicas favorables del
cultivo in vitro Lobato et al., (1998). Leifert et al., (1994), sefialan que en su
mayoria son organismos sapréfitos de la flora microbiana, limitan la utilizacion del
explante.

En el caso de la fenolizacion se trata de la oxidacion de muchos de los
compuestos resultantes de metabolitos secundarios y, ademas, esta determinado
por las caracteristicas de la especie y del propio explante y muy influenciado por
los productos habitualmente utilizados para la desinfeccion del material vegetal y
puede presentarse en la etapa de la desinfeccion o como respuesta en la fase de
establecimiento (Hartmann et al., 1997).

El objetivo de esta etapa, es establecer cultivos asépticos, fisiologicamente sanos
y vigorosos para iniciar el proceso de multiplicaciéon. Muchos procedimientos para
el establecimiento han sido descritos, pero en el caso de especies lefiosas se
hace mas complejo, pues deben combinar, tanto la desinfeccion superficial como
el control de la fenolizacién del explante.

La evaluacion de la desinfeccion, se realizd pasados los 7 dias después de
inoculados los explantes en el medio de cultivo de establecimiento (Tabla 10).
Todas las variantes usadas resultaron efectivas para desinfectar mas del 50% de
los explantes iniciales. La variante de mejores resultados es la T5, porque mostro
un porcentaje mas alto de explantes utiles para la siguiente fase, es decir, no
contaminados y “vivos”. Como se puede apreciar los explantes provenientes de
brotes epicérmicos sufrieron mayores pérdidas durante la desinfeccién, por lo que
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el porcentaje de establecidos fue inferior a los de plantas de 2 meses de edad
(vivero).

Tabla 10. Resultados de la desinfeccion en explantes de C.alliodora.

Variantes Plantas de 2 meses (%) | Brotes epicormicos (%)
C F E C F E
T1 30 15 55 35 25 40
T2 20 12 68 25 30 45
T3 25 10 65 30 40 30
T4 35 5 60 40 25 35
T5 15 5 80 20 15 65

C-contaminados; F-fenolizados; E-establecidos

En cuanto a la efectividad de los procedimientos, el analisis demostré que la
desinfeccion con hipoclorito de sodio al 2% durante 15 y 20 minutos, proporciono
una menor tasa de contaminacion; pero, provocO un aumento considerable del
namero de explantes que se pierden por fenolizacidon y necrosis, lo que demuestra
el efecto dafino que tienen estos desinfectantes sobre los tejidos vegetales. Al
respecto, varios autores reportan que el uso de hipoclorito de sodio durante 15 a
20 minutos reduce la contaminacion Romano et al., (2000), pero en ocasiones
puede provocar la necrosis de los tejidos que en ocasiones conduce a la muerte
del explante Sotolongo et al., (2003), Garcia et al., (2000), pero en otras especies
ha resultado negativo, pues inhibe el crecimiento y provoca la muerte del explante
Camargo y Pascual, (1999).

El tratamiento previo en solucién de Vitavax® 300 Carboxin + captan Fungicida,
Bayer (México) y Benlate® 50 wp Fungicida, Helm Andina, Ltda. (Colombia),

contribuye también a la disminucién de la contaminacion en particular en las
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plantas de 2 meses de edad (vivero) donde funcion6 como control sanitario de los
donantes y éste ha sido usado con frecuencia en la micropropagacion de
Swietenia macrophylla King (Sanchez, 2000), Tectona grandis LF Abdenour y
Mufoz, (2005) y Jacaranda decurrens (Maloso et al., 2012).

La oxidacion fendlica, aparece como consecuencia de los cortes durante la
preparacién de los explantes y de la accién de los desinfectantes sobre el tejido
dafado, constituye un serio problema para la supervivencia de meristemos y
apices sobre todo de especies lefiosas. Estos compuestos oxidados son altamente
reactivos vy fitotoxicos Hu y Wang, (1983), lo cual resulta letal para los explantes.
Al respecto, muchos autores consideran la fenolizacion como la segunda causa de
merma de material donante en especies lefiosas (Nagori et al., 2004, Garcia et al.,
2011), sin embargo en este caso no fue un factor importante en las pérdidas de
material proveniente de campo lo que pudiera estar relacionado con la época de
coleccion del explante Merkle y Nairn, (2005) y por la cantidad de compuestos del
metabolismo secundario que en material rejuvenecido se encuentran en menor
proporcion y al uso de acido ascoérbico durante la desinfecciéon, el cual fue
suficiente para controlar la oxidacion e inhibir la actividad de la polifenoloxidasa y
peroxidasas, las cuales se encargan de oxidar los fenoles y transformarlos a
guinonas (Saliburry, 1992 y Martin, 2002).

En cuanto, al origen del explante, se puede observar que los provenientes de
plantas de dos meses de edad (vivero), muestran siempre un mayor porcentaje
de establecimiento en comparacion con el material proveniente de brotes
epicérmicos de arbol plus seleccionado; lo cual, esta relacionado con el estado
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de desarrollo del donante y la edad fisiologica del explante, son de gran influencia
en el éxito del cultivo in vitro (Lameira y Pinto, 2006; Cain y Shelton, 2000; Koenig
y Knops, 2000; Pederson et al., 1999).

De esta manera, también la posibilidad de establecer material directamente de
campo es mas baja, porque al estar expuestos los donantes a las condiciones
ambientales, tienen una mayor presencia de contaminantes dificiles de eliminar
durante los procesos de desinfeccién, Sotolongo et al., (2000), no es posible
aplicar tratamientos fitosanitarios previos y no contarse con plantas cultivadas bajo
condiciones controladas como comiunmente se reporta en otros trabajos de este
tipo. Las bacterias y hongos fueron las principales responsables de la
contaminacion, lo cual parece ser un comportamiento usual para las plantas
lefiosas, en particular las provenientes de campo, (Abdenour y Mufioz, 2005).

Sin embargo, es importante tener en cuenta, la zona de tejido que se utiliza para
iniciar el cultivo in vitro, porque tiene gran influencia en la eficiencia de la
desinfeccion. Los explantes tomados de plantas en crecimiento son mas faciles

de desinfectar que los explantes de plantas adultas, donde la desinfeccidn se hace

muy dificil (Figura 7).

Figura 7. A)Desinfeccion de explantes en la zaranda orbital. B) Flujo laminar
desinfectado y Explantes en incubacion
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3.5.2. Induccion y multiplicacion

La multiplicaciébn comenz6 aproximadamente a los 20 dias de cultivadas y ocurrié

en todas las variantes hormonales, tanto, para los explantes provenientes de

plantas de 2 meses de edad, como de los brotes epicormicos de arbol plus (Tabla

11). Los explantes que no respondieron a la induccion de la brotacion y pasadas

cuatro semanas se secaron por lo que fueron desechados.

La brotacion sélo

ocurrio en presencia de Kinetina (KIN), obteniéndose entre uno y dos brotes por

explante que alcanzaron su mayor desarrollo a las seis semanas de iniciado el

cultivo, (Figura 8).

—

Figura 8. Brotes epicdrmicos de clones seleccionados y yemas apicales y axilares de
plantas de dos meses en la fase de multiplicacion.

Tabla 11. Resultados de la multiplicacién in vitro de C. allidora en los diferentes balances

hormonales.
Variantes Explantes brotados (%) Promedio del nimero de brotes por explantes
Plantas de Brotes Plantas de Brotes
dos meses  epicérmicos dos meses epicormicos
M1 3l2¢c 299¢c 1.62+0,34 1.25+2,22
M2 592 b 53.2 a 1.75+1,31 1.12+£3,12
M3 46.3 b 503 b 1.87+£2,11 1.50£1,45
M4 60.3 a 59.3 a 2.00 + 3,10 1.62 +2,63
M5 63.8 a 614 a 2.62+2,12 2.00 £+ 3,43
Testigo 0 0 0 0

Letras iguales no difieren estadisticamente p>0.05 segln prueba de Duncan

69



Segun Paladinez, (2011); Krikorian, (1995) sefialan que la etapa de induccién
incluye la designacion de un medio para estimular el inicio del desarrollo de las
yemas, en esta fase del cultivo las auxinas y las citoquininas pueden ser
suprimidas, séOlo si el sistema es capaz de sintetizarlas, de lo contrario seréa
necesaria su adicién al medio de cultivo y esta condicion de suministro exdégeno es
indispensable para el cultivo de las especies lefiosas (Billard y Lallana, 2005; Rios
et al., 2005; Quintanilla, 2007).

Los explantes de las plantas de dos meses no necesitaron del periodo de
induccion de la brotacion, esta respuesta podria estar asociada a las
caracteristicas juveniles de este tipo de explante, niveles hormonales enddgenos
bajos y, por tanto, una mayor capacidad de reaccién a la induccion morfogenética
exdgena. En el caso de los explantes de brotes epicormicos fue necesaria dicha
etapa; aunque, se derivaban de material rejuvenecido de individuos adultos,
ademas los brotes epicormicos se originan de meristemoides en el tallo a los
cuales se hace muy dificil romper el balance hormonal endégeno que facilite la
induccion (Hernandez et al., 2011).

En este sentido, Acosta et al., (2008) sefialaron que los fitoreguladores constituyen
un grupo de sustancias que, afiadidas en cantidades muy pequefias, modifican las
pautas normales de desarrollo de las plantas y pueden ayudar a incrementar la
productividad y mejorar la calidad del cultivo.

Las respuestas de los explantes pueden variar notablemente con el estado de
desarrollo y edad ontogénica de los mismos; por ejemplo, a partir de secciones de
tallo cercanas a los &pices caulinares se puede producir mayor cantidad de
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meristemoides que, a partir de la porcion baja del tallo y, esto, también pudiera
relacionarse con la respuesta a la induccion Urrego y Marin, (1997), e incluso se
ha reportado que puede haber variacion en los requerimientos de los reguladores
de crecimiento para la organogénesis segun el tipo de tejido usado como explante,
aungue, éstos sean de la misma especie (Roca et al., 1991, Bastos et al., 2012).

A pesar que, con la fuente de explante proveniente de plantas de dos meses se
obtiene mejor establecimiento (Tabla 11) su comportamiento ante la induccién fue
similar al de otra fuente donante, lo que hace que los brotes epic6rmicos sean una
fuente donante idonea para la propagacion futura de clones superiores en ensayos
de mejoramiento genético en la especie (Wats et al., 2003; Schuler et al., 2005).
Hasta el momento, la micropropagacion de C. alliodora se ha realizado sobre
material tomado de semillas germinadas in vitro (Schuler et al., 2005; Nufiez et al.,
2008), e Induccion de callos embriogénicos en hojas de clones de C. alliodora
(laurel) Ortiz, (2012), pero una metodologia, a partir de material directo de campo
o material juvenil no han sido descritas Gonzélez et al., (2007). Por lo tanto, en la
presente investigacion, se realiz6 la micropropagacion con plantas de dos
meses de edad (vivero) y brotes epicérmicos de arbol plus seleccionados del
campo.

En cuanto al nimero de brotes inducidos por tratamientos entre las diferentes
variantes hormonales, estadisticamente son iguales, tanto en los explantes de
dos meses de edad como los de brotes epicérmicos; sin embargo los mejores
resultados se obtuvieron con explantes que provenian de plantas de dos meses de
edad (Tablall), donde se alcanzé una brotacion de explante 63.8% y un
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promedio del numero de brotes por explantes de aproximadamente 2.62%, por lo
que, siempre la combinacion con mejores resultados fue la M5, pues en ella se
indujeron mas brotes y niumero de brotes / explante.

Comunmente, para especies forestales se utiliza BAP en combinacion con auxinas
para inducir la multiplicacion y en menor frecuencia se reportan la Kinetina (KIN),
Lamiera y Pinto, (2006); Nufiez et al.,, (2008) manifiesta que parece ser un
comportamiento en especies de este género C. alliodora, Garcia et al., (2011);
Cruz y Quoirin, (2004); Pijut et al., (2012), expresa que algunas especies mas
recalcitrantes al cultivo in vitro. Sin embargo, en este estudio fue permisible
inducir la multiplicacion con Kinetina, logrando la formacion de brotes en la fase
de multiplicacion.

Las plantas superiores al poseer una mejor carga hormonal enddgena
comparada con plantas herbaceas, segun Schmilling T., (2004) no requieren
gue se les suministre una elevada carga hormonal para establecerlas y lograr su
multiplicacion en condiciones in vitro, por ello, el resultado obtenido es
favorable para la micropropagacion in vitro de C. alliodora; es decir, el tratamiento
cinco es el mas adecuado para la etapa de multiplicacion al usar KIN vs.
AIB en cuanto a induccion de brotes se refiere.

Segun Saucedo S., (2008) una pequefia cantidad de citoquinina puede ser
sintetizada por los brotes en crecimiento y, ademas, se sabe que es
insuficiente para inducir el crecimiento y multiplicaciéon in vitro de yemas y
brotes, por esta razon los medios de cultivo utilizados en micropropagacion de C.
alliodora contienen un suplemento de Kkinetina y auxina que favorece al
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crecimiento de los explantes; por ello, al utilizar una concentracién de Ms,
KIN 2,5 mg/L+ AIB 0,80 mg/L, en este ensayo favorecidé la multiplicacion de
brotes, esta interaccion entre kinetina y auxina es la mas adecuada para la
propagacion de los brotes en C. alliodora, en condiciones in vitro.

De hecho los valores de brotes/explante para C. alliodora fue (2-3 brotes por
explantes) lo que coincide con Daquinta et al., (2001), utilizando explantes
consistentes de yemas obtenidas, a partir de brotes enraizados de Tectona
grandis LF, reportaron que el efecto combinado de kinetina (kin) (1.83 mg/L) con
BAP (4,44 0 6,66 mg/L) indujo una tasa de 2,4 a 2,6 nuevos brotes por explante
en un periodo de 6 semanas. Por otra parte, Fonturbel, (2002), manifiesta que
promedios bajos (2-3 brotes por explantes), han sido reportados en el cultivo in
vitro de especies tropicales como: Swietenia macrophylla King, Cedrela odorata L,
Cedrela fissilis vell, Cordia verbenadcea DC y Jacaranda decurrens, Khaya
senegalensis Juss,Gmelina arbérea Roxb.

Sin embargo, Castro y Gonzéalez, (2002); Eucalyptus sp, Rios et al., (2005),
Tectona grandis LF (Tiwari et al., (2002), Yasodha et al., (2005) y Pterocarpus
marsupiumr Roxb, Husain et al., (2008), indicaron que estos promedios son muy
bajos en comparacién con otras especies sefialadas anteriormente.

Monteuuis et al., (1998), Mantovani et al., (2001), lograron con la adicién de
1 mg/L y 2 mg/L de BA favorecer el desarrollo de un mayor porcentaje de brotes
(64% y 71%,), incrementando también el nUmero de ejes por estaca a dos y tres,
respectivamente. Daquinta et al., (2001), cuando combiné el BA (2 mg/L) con
AIA (0,02 mg/l), observé el mayor porcentaje de brotacion 80% y la mayor
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produccién de ejes por estaca (4,6 ejes por estaca). Ademas, la concentracion de
AlA fue incrementada a 0,2 mg/L, la brotacion se disminuyé 55%, lo mismo que el
namero de ejes por estacas (2 ejes), a la vez se incrementd el porcentaje de
microestacas que produjeron callos en lugar de brotes 45%. La kinetina (KIN) y la
isopenteniladenina (2ip), aun cuando fueron evaluadas en concentraciones bajas,
fueron efectivas para inducir la brotacién.

Millan et al., (2007), obtuvieron brotes de las especies Chlorophora tinctoria L y
Quercus humboldtii), alcanzaron 80% de brotes; en esta etapa se ha comprobado
gue la concentracion ideal de BAP es la de 1mg/L, a concentraciones mayores, se
produce un aumento en la produccion de brotes, sin embargo, son pocos
vigorosos y la formacion de callos, es también notable.

Posteriormente, Castro et al.,, (2002) reportaron que la mayor tasa de
multiplicacion en Tectona grandis LF (teca), se obtuvo cuando los explantes
consistentes de meristemos apicales obtenidos de brotes epicérmicos fueron
cultivados en un medio MS suplementado con 2,22 mg/L de BAP.

Al respecto, Garcia et al., (2011), reportan que al parecer, éste es un
comportamiento de determinadas familias como Meliaceae y Boraginaceae, al
igual que algunas especies de leguminosas (McCown, 2000; Jha et al., 2004).

En C. alliodora, aunque se realizaron hasta tres subcultivos, la tasa de
multiplicacion, nunca aumenté y se mantuvo aproximadamente en 2,5 brotes.
Aunque, por norma general, en las distintas metodologias de micropropagacion,
se establece que una vez multiplicado el material, éste debe aumentar la tasa de
multiplicacion en los subsiguientes subcultivos, Ramirez et al., (2003); Sotolongo
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et al., (2003); Yasodha et al., (2005); en otras, el comportamiento resulta ser a la
mantencion del nimero de brotes por explante Maruyama, (2006); Pérez et al.,
(2002); Rodriguez et al.,, (2003) e inclusive la pérdida de la respuesta
morfogenética con los subcultivos Rios et al., (2005); Franck et al., (2004) las
cuales son llamadas por McCrown, (2000) y Garcia et al.,, (2011), como
recalcitrantes al cultivo in vitro, los resultados en C. alliodora, indican que éste,
puede ser el caso de esta especie.

3.5.3. Enraizamiento

La evaluacion del enraizamiento de los brotes obtenidos de la multiplicacion arroj6
como resultado que en todas las variantes se indujo la rizogénesis, variando el
porcentaje en cada caso para el medio E1 con 62%, E2 el 81% y E3 el 40%,

mientras que el testigo no respondid al enraizamiento y éstos pasadas las tres

semanas fueron desechadas. (Figura 9).

Figura 9. Brotes epicormicos, yemas apicales y axilares de plantas de dos meses en la
fase de enraizamientos.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se demostré la necesidad de una fuente

exdgena de auxinas para el enraizamiento de los brotes, de forma general, las
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mas usadas en esta fase son el ANA, AIB, AIA Orellana, (1998). Sotolongo et al.,
(2011) y Flores et al., (2009), reportan que en especies forestales, el AIB tiene
mejor respuesta que los demas reguladores del crecimiento.

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 multiplicaciébn y enraizamiento transcurren en forma simultdnea
Castillo, (2004). En muchas especies forestales el enraizamiento puede ocurrir al
pasar las plantulas enraizadas a un medio libre de hormonas Daquinta et al.,
(2001), lo cual puede deberse al contenido enddgeno de auxinas que pueden
desencadenar la rizogénesis Pelacho et al., (2003); Castillo, (2006); Bernal et al.,
(2009), ademas que se reconoce que esta fase tiene requerimientos nutricionales
inferiores a la multiplicacion, por lo que, en muchas ocasiones disminuir la
concentracion del medio de cultivo en esta etapa, favorece el enraizamiento
(Gamboa y Abdelnour, 2011; Gonzalez y Vilca, 1998).

Para C. alliodora el mejor medio fue aquel con AIB, no solo por el porcentaje de
enraizamiento, sino también por la morfologia de las raices, lo cual coincide con
Schuler et al., (2005), Nufez et al., (2008), Castro y Sanchez, (2010), en los que
solo una auxina es usada para el enraizamiento y donde los porcentajes de éste
oscilan entre 80-95%. Millan et al., (2011), demostraron en Cedrela odorata L,
Cedro que el efecto del AIB en concentracion de 1mg/L sobre la rizogénesis radica
en el aumento del nimero de meristemoides que se derivan de tejidos del
cambium, especialmente de las células parenquimatosas cercanas a la regién
mas externa del floema cerca del anillo del esclerénquima, los cuales se
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diferencian mas tarde alrededor del sexto dia en el medio de cultivo. Al igual,
gue trabajos realizados en el CATIE (Leakey et al., 1990; Mesén et al., 1992 y
1996; Mesén, 1993; Mesén y Trejos, 1998; Nufiez, 1997) con varias especies,
tales como: Terminalia oblonga (Ruiz & Pav.) (0.8% de AIB), Cordia alliodora
(Ruiz & Pav) (0.8%-1.6% de AIB) y la especie Hyeronima alchorneoides (1.6% de
AIB); con la especie C. iguaguana, los mejores porcentajes de enraizamientos se
obtuvieron cuando se utilizaron dosis al 0.8% (T4) y 1.6% (T5) de AIB.

3.5.4. Adaptacion y endurecimiento de vitroplantas

La supervivencia de las plantas en la fase de aclimatizacién es un indicador que
ha sido planteado como muy determinante en los procesos de micropropagacion,
por ser ésta la ultima fase de la propagacion acelerada de las plantas. Obtener
una alta tasa de supervivencia y una buena calidad de las plantas, es importante
para reducir el costo de la produccion (Castillo et al., 2004).

En esta fase se parti6 de 180 vitroplantas de las cuales sobrevivieron el 89%,
transcurridos los 30 dias fueron evaluadas, midiendo entre 15-20 cm de longitud, y
posteriormente durante la fase de endurecimiento éstas alcanzaban 25-30 cm de

altura y con un diametro en el cuello de la raiz de 0,4 - 0,6 mm. (figura 10).

Figura 10. Adaptaciony endurecimiento de vitroplantas
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McCown, (2000) plantea que ésta es una de las etapas mas dificiles de un
sistema de propagacién in vitro, pues las plantas regeneradas deben regresar a
condiciones naturales que son fisiologicamente estresantes para plantas con finas
cuticulas y con una reduccion en el metabolismo, dado por las condiciones in vitro.
Las alteraciones morfologicas, anatémicas y fisiologicas, ocurridas en las
vitroplantas como resultado del ambiente in vitro, hacen que las plantulas durante
las primeras semanas de la aclimatizacion presenten incapacidad para controlar la
pérdida de agua, lo que les provoca un incremento brusco de la transpiracion y
gue puedan alcanzar solamente tasas reducidas en la actividad fotosintética
Rogalski et al., (2003). Este hecho puede estar asociado a que las plantas
presentan un estado fisiologico caracteristico oOptimo para las condiciones
medioambientales particulares a las que estan expuestas; en cuanto se presenta
el estrés, las plantas reaccionan ralentizando o deteniendo sus funciones
fisiol6gicas basicas y reduciendo su vigor Tadeo, (2000). Los valores obtenidos en
la especie son similares a otras especies como Eucalyptus grandis y E. urophylla
para 75 y 85% de sobrevivencia Orellana, (1998), Psidium salutare, 75%
Sotolongo, (2000) y Eucalyptus globulus 90% Abdelnour et al., (2011), pero muy
superiores al comportamiento de especies recalcitrantes como Swietenia
macrophylla King (caoba) el 27% Azofeifa et al., (2009); Cedrela odorata L.
(cedro) Pérez et al., (2006); Salazar, (2009) plantean que el porcentaje de
plantas de Agave cocui sp (cocuy) adaptadas en esta fase fue de 60%, y las
pérdidas de los explantes principalmente se debieron a dafios en el sistema
radical, el cual se desprendia con facilidad, dos semanas posteriores al
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trasplante, las plantas se colocaron a crecer en condiciones de umbraculo donde
presentaron la morfologia tipica de las plantas de Agave cocui sp (cocuy). El
porcentaje de supervivencia al trasladar las plantas ya endurecidas a condiciones
de umbréculo fue del 100%, donde las plantas exhibieron una morfologia normal.
Otros autores Driver et al., (1997), proponen realizar el enraizamiento y la
aclimatacion simultaneamente, trasplantando las microestaquillas directamente en
el campo, después de una etapa previa de endurecimiento in vitro: tras la
induccion del enraizamiento, las plantas aun en condiciones in vitro fueron
sometidas a una elevada intensidad luminosa, un fotoperiodo mas corto y una
temperatura inferior a la normal, durante un par de semanas. Esto favorecia, la
lignificacion, el desarrollo cuticular y estomatico del material y permitia su
trasplante directo al campo en condiciones controladas de humedad, luz y
nutrientes.

Resultados similares han sido mostrados en saccharum officinarum cafa de
azucar. Durante la fase de aclimatizacion en este cultivo, se pueden establecer
dos etapas marcadas Rodriguez, (2005): un periodo de lento crecimiento con baja
formacion de raices y numero de hojas, que caracteriza los primeros 21 dias, en el
cual las plantulas realizan sus funciones, a expensas de las reservas adquiridas
en la fase in vitro y luego de esta fecha se realizan cambios en las condiciones de
aclimatizacién, que provocan una disminucién en la mayoria de las variables del
crecimiento y desarrollo. Posterior a la adaptacion de las plantulas a las nuevas
condiciones ambientales, se aprecia un marcado incremento fundamentalmente
en las masas fresca y seca.
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En la fase de aclimatacidn se pretende que las plantas que han crecido in vitro vy,
por lo tanto, s6lo han estado expuestas a un microambiente escogido por ofrecer
unas condiciones minimas de estrés y un medio para la multiplicacién de las
plantas, se adapten a condiciones ex vitro donde las condiciones no son
asépticas, ni la luz, temperatura y humedad estdn controladas, y donde el
crecimiento fue a expensas de una nutricion autotréfica y no heterotréfica como
ocurre in vitro. Ademas, que se reconocen todas estas deficiencias o disfunciones
provocadas por o durante la incubacién in vitro es necesario corregirlas de forma
gradual, e incluso como va a comenzar la adaptacion en condiciones in vitro,
inclusive induciendo fotoautotrofia in vitro mediante incrementos de la tasa de CO,
y de irradiacion en los contenedores de cultivo, a objeto de mejorar la calidad de la
planta, los niveles de produccion y los costes del proceso de micro propagacion.
Estas caracteristicas de las vitroplantas, sobre todo en especies lefiosas, hacen
muy complejo el proceso de adaptacion o aclimatacion, por lo que el control
estricto de las condiciones ambientales durante esta fase es determinante en el
proceso de micropropagacion.

Se pudo comprobar que, el efecto de las caracteristicas de los substratos
utilizados sobre el porcentaje de vitroplantas de C. alliodora, sobrevivientes
durante las primeras cuatro semanas de la adaptacion fue admisible. Se
considera que estos resultados, se debieron en general, a que los substratos
utilizados en este experimento se caracterizaron por tener una buena estructura,
permeabilidad y aireacién, o sea, poseian caracteristicas fisicas, quimicas y
biol6gicas adecuadas.
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De acuerdo con lo obtenido por los autores mencionados en paginas anteriores,
el 89% de sobrevivencia alcanzado en este trabajo es aceptable, la aclimatacion
de vitroplantas de C. alliodora se logré en un periodo de cuatro semanas, el
control de los factores ambientales es el aspecto de mayor importancia durante
esta etapa, de estos, el que mas influydo en el éxito de la aclimatacién de
vitroplantas de C. alliodora fue la humedad relativa, ya que el desarrollo de la
plantula y dentro de éste, el proceso de alargamiento celular depende
estrictamente de la turgencia de las células que no se garantiza si las pérdidas por
transpiracion (cuticular y estomatica fundamentalmente) son mayores que la
absorcion de agua. Estos resultados coinciden con Pérez et al., (1998) quienes
recomiendan que el manejo de las plantas en esta fase debe ser gradual y sin
crear traumas, si se quieren obtener plantas de calidad y homogeneidad suficiente
para ser llevadas a campo. En este periodo ocurren la mayor cantidad de pérdidas
y, segun el cultivo, posterior a los 30 dias se puede lograr sobrevivencias
superiores al 90%. Estas diferencias fueron observadas en la fase de
aclimatizacién de vitroplantas de Solanum tuberosum L. por Jiménez, (2000), asi
como Torres, (1999), en el cultivo de la Gerbera.

En el trabajo realizado por (De Fossard, 1996; Murashige, 1977; Anderson, 1980),
afirman que esta fase todavia presenta problemas, que pueden implicar grandes
pérdidas (marchitamiento, desecacion, podredumbre de raices) y en definitiva, una
disminucién de la supervivencia. La estabilidad fenotipica es esencial y la forma
en que ésta puede medirse es, a través de una evaluacién del comportamiento en
el campo de las plantas regeneradas Martinez, (1990).

81



3.6. Establecimiento de la poblacion de mejora

Un total de 213 plantas, fueron llevadas a plantacion, donde se obtuvo el 5% de
mortalidad, por lo que el porcentaje de establecimiento fue del 95%, considerado
alto y de ellas, se evaluaron un total de 195.

Tanto, las parcelas procedentes de miniestacas, como las vitroplantas tuvieron un
buen comportamiento en altura y diametro (Tabla 12). Sin embargo, los mejores
resultados en cuanto a vigorosidad alcanzaron aquellas que provenian de
vitroplantas, lo que podria estar relacionado con la fuente, porque provenian de

los mejores arboles plus seleccionado en la localidad La Union y El Anegado.

Tabla 12. Resultado de las variables morfologicas en plantacion.

Localidad Altura (m) Diametro(cm) Vigor N
E|B|R
1. El Anegado 4484 +18,77 0,94+0,41 18 21 O 39
2. El Anegado 3452+22,78 0,59 +0,36 23 13 0 38
3. La Union 35,72+18,222 0,91+0,35 21 16 1 38
4. La Union 37,65+17,51 1,03+£0,61 28 6 1 35
5. Vitroplantas 40,78 + 18,32 0,69 +£0,28 36 7 2 45
Total 38,87+19,37 0,82+0,43 195
Leyenda:

E = Excelente: Abundante follaje (9 a mas yemas)
B = Buena: Mediano follaje (6-8 yemas)
R= Regular: Poco follaje (1-5 yemas) Quevedo, (1993)

3.6.1. Comportamiento de las miniestacas y de vitroplantas en plantacion

Los resultados que se obtuvieron para C. alliodora, en este caso, el andlisis se
centré en caracterizar el desarrollo en plantacion de plantas propagadas in vitro y
miniestacas sobre la base de las mediciones de las variables diametro del tallo,

altura y vigor de la planta , a una muestra de 195 individuos.
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Como se aprecia en la Tabla 12, las plantas micropropagadas tuvieron una
excelentes caracteristicas en cuanto a vigorosidad, que las plantas producidas

por miniestacas. En lo referente, a las plantas macropropagadas, la altura y

diametro es mayor que la vitroplantas, (figura 11).

Figura 11. Plantacion de plantas de macropropagacién y micropropagacion en el campo

definitivo.

Rodriguez et al.,( 2003), en un trabajo realizado en planta medicinal Artemisia
absinthium L. informan que el trasplante al campo, fue satisfactorio en un 95%,
donde las plantas obtenidas por micro propagacion alcanzaron superiores
rendimientos al momento de la cosecha, tres meses, antes que las obtenidas por
el método tradicional de estacas.

Santana et al.,, (1992) afirman que el método de micropropagacion in Vvitro,
presenta mejores resultados que el de estacas, para la produccion de semillas de
Saccharum officinarum L (cafia de azlcar), sobre todo, en la formacion de tallos.
Los resultados obtenidos en Saccharum officinarum L (cafia de azlcar) segun,

Glyn, (2005) afirma que, la micro propagacion permite obtener cafia semilla de
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elevada pureza genética, sanidad y vigor, razon por la que su uso se ha difundido
en muchos paises cafieros.

En Nothofagus alpina (Poepp et Endl) Oerst (Roble) Sabja et al., (2008), citando a
(Ahuja, 1997; MacRae y Cotteril, 1997; Smith 1997), plantean que: la
micropropagacion via organogénesis directa se usa en la produccion comercial de
diversas especies forestales por la alta capacidad de multiplicacion, reversion,
mantencion del estado juvenil y produccion de plantas con buena estructura
radical, lo que permite una silvicultura altamente productiva.

Vasil, (1980), concluye que: las plantas propagadas in vitro, generalmente
presentan un mayor crecimiento y vigor, produciendo semillas de alta calidad.

Lo anterior, esta dado por varios factores que influyen en la calidad de las plantas
micropropagadas y hacen que ellas tengan un mayor desarrollo en condiciones de
plantacién, que las plantas obtenidas por estacas. Entre, esos factores esta el
efecto residual de las citoquininas y auxinas, afladidas al medio nutritivo durante el
proceso de cultivo in vitro y que favorecen la supervivencia en el campo de las
vitroplantas; asi, Torres, (1976), refiere que la kinetina produce un efecto residual
en las vitroplantas lo que prolongé la supervivencia de plantas de Xanthium y
mantuvo los niveles de proteina y clorofila en sus hojas.

Esto, probablemente fue debido a que las citoquininas y auxinas estimulan la
sintesis de proteinas, por lo que pueden promover la maduracion de los
cloroplastos y retardar la senescencia de las hojas (Edwin, 1993).

Otro factor, es el efecto de la sacarosa durante el cultivo in vitro que incrementa la
cantidad de carbohidratos almacenados en las hojas, lo que aumenta la energia
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disponible para la supervivencia en el campo de las vitroplantas, que concuerda
con la afirmacion de Wainwright y Scrace, (1989) quienes sefialan que la
concentracion de azlcar incrementa la cantidad de carbohidratos almacenados en
los brotes y, también aumenta la energia disponible para plantulas con hojas
formadas in vitro que actian como 6rganos de reserva de carbohidratos y serviran
para desarrollar hojas con mayor eficiencia fotosintética.

La homogeneidad con la que las vitroplantas salen de la aclimatacion, es otro
aspecto a tener en cuenta, para sustentar la afirmacion de que en condiciones de
plantacién, éstas tienen un mayor desarrollo que las plantas obtenidas por
estacas. Esto, es corroborado por Dominguez y Gémez, (2006), que en ensayos
previos de aclimatacion de vitroplantas de Uncaria tomentosa (Willd.) DC, (Ufia de
gato), determinaron la susceptibilidad de la especie para adaptarse a condiciones
de ambiente natural. Se seleccion6 un clon con la mayor tasa de multiplicacion in
vitro, para su evaluacion en la fase de aclimatacion y se le sometié a mediciones
de supervivencia, crecimiento en altura y vigorosidad expresado en numero de
hojas desarrolladas en esta fase. Los resultados permitieron obtener el 100 % de
supervivencia, con tamafnos de vitroplantas entre 17,07 cm y 19,53 cm en el
periodo de pre-aclimatacion y con una vigorosidad entre 7 y 14 hojas
aproximadamente; caracteristicas que no han tenido ninguna incidencia en la
mortandad. El desarrollo posterior en diferentes substratos, no mostré diferencias
significativas en el tamano de las plantas (20,8-24,8 cm), por lo que, se las
considera de tamafo homogéneo. La vigorosidad final de las vitroplantas
expresadas en numeros de hojas, tampoco mostré diferencias significativas por
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efecto de los substratos, por lo que se las considera como plantas de vigor
homogéneo para ser destinadas al campo. También debe tenerse en cuenta,
también que las plantas obtenidas por micropropagacion como paso previo a su
traslado a plantacion, pasan por un proceso de endurecimiento que las prepara
para las condiciones existentes.

El objetivo principal de la aclimatacién es conseguir una elevada supervivencia al
trasplante, la adquisicién de resistencia a las condiciones ambientales naturales y
la recuperacion de todas las actividades fisiologicas During y Stoll, (1996).

La importancia de establecer la plantacion de mejora, con el propdsito de adaptar
las diferentes técnicas de micropropagacion de especies arbdreas se contribuya a
la conservacion de los recursos forestales, mediante la instalacion de bancos de
germoplasma, bancos clonales y plantacion, lo que proporcionara una amplia
gama de material genético, brindando oportunidades para la conservacion de
especies forestales, estudios cientificos y produccién comercial. Ademas, sirven
de base para mejorar el proceso de multiplicacion de plantas de C. alliodora por
medio de brotes epicormicos, yemas apicales lo que abre la posibilidad de
establecer un protocolo eficiente de multiplicacion masiva de los clones
seleccionados por el Programa de Mejoramiento Forestal. (Figura 12).

Una de las posibles vias de futuro para Ecuador, son las explotaciones forestales.
En la actualidad, su productividad se ve mermada por la falta de programas de
mejora genética para adaptar las especies en el entorno. En todo programa de

mejora genética, la propagaciéon vegetativa cumple un papel primordial. El cultivo
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in vitro, fruto de la investigacion de los ultimos afios se presenta como una técnica
eficaz en especies recalcitrantes.

Al respecto Haines et al., (1992) sefiala la importancia de las investigaciones
sobre las aplicaciones de la biotecnologia al mejoramiento de especies arbéreas
forestales y las recomendaciones para el establecimiento de prioridades respecto
a los objetivos de investigacion en el sector, esto indica que sera necesario
mantener un equilibrio entre la investigacién convencional y la investigacion
biotecnolégica moderna, cuyo fomento y aplicacion no deberdn estar
determinados por la capacidad tecnoldgica, sino, por las necesidades. Se debera
promover la utilizacion de las biotecnologias modernas para ofrecer soluciones
mas eficaces a los problemas ya existentes, en el marco de las prioridades

establecidas por cada pais.
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[ Arboles plus ]

Herida en forma de semianillo

Induccion de brotes a 300 40 cm de la base del
epicormicos _l_) fuste del arbol. Aplicar solucion

de BAP 6 000 mg/L

|

Plantas de Brotes
dos meses epicormicos

e

NACIO 2,5% 1 min., + alcohol

0 . ..
Becrtaciian 75/c.;1 m|n.-|jGentam|cma.1mI
1 min. + Povidyn 2,5% 5 min. +
S Acido ascérbico 1g/L

MS (% nitratos), KIN 2,5 mg/L+

Establecimiento in vitro /
AIB 0,80 mg/L, durante 21 dias

e

MS, KIN 2,5 mg/L + AIB 0,80

Multiplicacién : )
mg/L por 28 dias. 3 subcultivos

e

% MS, AIB 1mg/L + Carbodn

Enraizamiento
_|9 activado 1g/L durante 30 dias

e

Aclimatacién sustrato 1:1 tierra cafetal +
Aserrin, 60 dias

-

[ Plantacion ]

Figura 12. Metodologia para la propagacion in vitro de Cordia alliodora
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CONCLUSIONES

1. La composicion, la forma en la distribucion diamétrica, asi como la
regeneracion natural, dominancia y valor comercial de la especie C.
alliodora, constituyen los principales indicadores que validan los efectos
de la fragmentacién y conversion sobre la especie en Micro regidén Sur
de Manabi.

2. Los tipos de disturbios identificados son determinantes de la
composicion de la especie, la dominancia, la abundancia en la mayoria de
las localidades. Excepto, en La Uniény El Anegado, que son localidades
con mayor abundancia de la especie y riqueza como medida de diversidad
y, ademas, estan bien estructuradas desde las clases inferiores a las
superiores.

3. Se identifica a C. alliodora como especie clave para realizar acciones de
rehabilitacion y conservacion, diferenciando dos agrupaciones basicas;
una, formada por los bosques humedos y subhimedos y la otra, por el
bosque seco.

4. La propagacion ex vitro de C. alliodora, se logra, a partir de miniestacas
con la aplicacion de AIB a 500 mg/L o ANA a1 000 mg/L en condiciones
de alta humedad durante 30 dias.

5. La propagacion in vitro de arboles plus superiores, se logra, a partir de
segmentos nodales de brotes epicormicos y plantas de dos meses de edad,
en vivero en un medio MS con un balance hormonal (KIN 2,5 mg/L + AIB

0,8 mg/L) para su multiplicacion, y para el enraizamiento emplear un medio
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de cultivo ¥2 MS, suplementado con AIB 1 mg/L + carbén activado 1 g/L
durante 30 dias.

Se establece una plantacion de mejora donde las plantas micropropagadas
presentaron una mayor vigorosidad, en comparacion con las plantas

macropropagadas.
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RECOMENDACIONES

1. Proponer a los productores asociados a los sistemas agroforestales
cafetaleros, la utilizacién de la especie Cordia alliodora en el fomento de
sus areas, tanto, para la rehabilitacion del agroecosistema, como para la
reconversion a bosques.

2. Emplear las metodologias de propagacion vegetativa, propuesta como una
guia para la restauracién en el contexto de los sistemas agroforestales
cafetaleros de la microrregion Sur de Manabi.

3. Utilizar la poblacién de mejora, para el fomento forestal de la especie

Cordia alliodora.
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ANEXO A

FASE MICROPROPAGACION

1. Induccion de brotes epicormicos a partir de clones seleccionados
(Aplica solucion de BAP 6000 mg/L pasados 90 dias)

Figura 1. Ay B) Plantas o clones Seleccionadas. C ) Herida en forma de semianilloa 30-40cm de la
base. D)Brotes epicormicos un clon selecciondados. E) Brotes epicormicos de clones
seleccionados. F) Brotes epicormicos de clones seleccionados G) Brotes epicormicos de clones
seleccionados. H) Brotes epicormicos de clones seleccionados.



2.- Micropropagacion (Plantas de dos meses de edad C. alliodora).

a.- Proceso para llevar el material de brotes epicérmicos y plantas de dos meses
al laboratorio de Biotecnologia Vegetal.

Figura 2. A) Plantas seleccionadas de dos meses de edad. By C ) plantas dos meses lista para
cortar la yemas apicales vy axilares llevar al labotatorio D)Brotes epicormicos de clon
selecciondados para llevar al laboratorio. E) Brotes epicormicos identificando el clon F)Brotes
epicormicos colocados en una hielera para el laboratorio.



b.- Proceso para llevar el material de brotes epicérmicos y yemas apicales y
axilares de plantas de dos meses para su respectivo protocolo en el flujo laminar

Figura 3. A ) Desinfeccidon de explantes en la zaranda orbitral. B) Flujo laminar desinfectado
C)Explantes aplicando protocolo D) identificando los tubos de ensayo con su medio de cultivo
E)Tubos de ensayo con medio de cultivo y con su tratamientos. F)Explantes listo para la siembra
en su medio de cultivo. G y H)Siembra de explantes en los tubos de ensayo.



c.- Proceso para llevar el material de brotes epicdérmicos y yemas apicales y
axilares de plantas de dos meses para sus respectivos protocolos al area de
crecimiento.

Figura 4. A Y B) Explantes listos para ser llevado a la area de crecimiento. C) Explantes en
incubacion . D) Explantes con diferentes tratamiento en el area de crecimientos. E Y F) Evaluando
los explantes. Gy H) Explantes en multiplicacion.



d.- brotes epicérmicos de clones seleccionados y yemas apicales y axilares de
plantas de dos meses en la fase de multiplicacion.

Figura 4. A Y B) Explantes en multiplicacion. C) explantes en Multiplicacion . D) Explante en
multiplicacion. EY F). Gy H) Explantes en multiplicacion.G Yh) explantes en multiplicacion.



f.- brotes epicormicos de clones seleccionados y yemas apicales y axilares de
plantas de dos meses en la fase de enraizamientos.




Figura 5. AY B) Separacion de explante para enraizamientos. C y D) explante en carbon activado

para enraizamiento. E) Explantes con enraizamiento. E, F,H,| yJ) Explantes con raices listo para la
aclimatacion.

ANEXO B

ACLIMATACION VITROPLANTAS

(4




Figura 6. A Y B) Plantas antes de ser aclimatadas. C y D) Siembra en bandejas. D) Bandejas
colocadas en microtunel. F) Desarrollo de las plantas de un mes después del transplante. G)
Transplante a bolsa de plantas producidas en bandejas. H) Desarrollo de las plantas después de
dos meses de aclimatacion. I) Plantas lista para llevar al campo definitivo.



ANEXO C

FASE MACROPROPAGACION

MACROPROPAGACION: a) Plantas de dos afios en viveros tomadas de clones
selectos.

Figura 7. A ) Hormonas para induccion de enraizamiento. B) Dr. Maurilio Garcia, explicando sobre
la seleccion de plantas y procedimientos. C) Seleccién de plantas. D) Plantas seleccionadas.
F Y G) Colocando nombres a los recipiente donde van ubicadas las miniestacas . H) Calibrador
tomando medidas de diametro de la plantas . |) Las miniestacas se encuentran en el recipiente
con fungicida vitavax.



MACROPROPAGACION: b). Plantas de dos afios en viveros tomadas de clones
selectos.

Figura 8. A) Mescla de sustratos tierra de cafetal y arena. B) bandejas llena de sutratos. C)
Siembra de miniestacas en sustratos. D y E) Bandeja con miniestacas sembradas.
Fy G)Miniestacas de un mes con aparecimiento de brotes.



MACROPROPAGACION: c). Plantas de dos afios en viveros tomadas de clones
selectos

Figura 9. H Y |) Miniestacas de dos meses con aparecimiento de brotes. J) Miniestacas con
diferentes dosis de hormonas de enraizamientos . K) Plantas con dosis de hormonas L) Plantas
testigo con raices. M) Plantas con AIB de 500,ppm. N) Plantas AIB de 1000 ppm. N) Plantas con
AIB 2000 Y O)Plantas con AIB 4000ppm.



MACRORPOPAGACION (Plantas lista en vivero para el campo definitivo.)

Figura 11. A) Plantas en bandeja para transplante a bolsa. B) Plantas en bolsa. Cy D) Planta en
bolsa lista para el campo definitivo.



ANEXO D

1.- Plantacién de plantas: macropropagacion y micropropagacién en el campo
definitivo etapa inicial.

Figura 12. A) Transporte de planta a las parcelas. B) Planta en la parcela para se plantadas. C)
Plantacion en sitio definitivo. D) Plantas en sitio definitivos. E y F) Planta a los 15 dias. GY H)
Plantas a los dos meses en sitio definitivos.



2.- Plantacion de plantas: macropropagacion y micropropagacion en el campo
definitivo a los tres meses

Figura 13 a. A) Plantas a traves de estacas. B y C) Plantacion en parcela . D) Plantas a los tres
meses en sitio definitivos.

Figura 13 b. A) Vitroplantas. B y C) Plantacién en parcela . D) Plantas a los tres meses en sitio
definitivos.



