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Sintesis

La preservacion de la diversidad biologica requiere de estudios, que incluyen el uso de
las técnicas biotecnoldgicas para la recuperacion de plantas que presentan problemas,
las cuales pueden constituir en muchos casos la Unica via para su propagacion y
conservacion. La especie Psidium salutare (HBK) Berg, es endémica de
Centroamérica y el Caribe, en Cuba solo se encuentra en Pinar del Rio y la Isla de la
Juventud, en la actualidad debido a la alteracién y destruccién de sus hébitats esta
declarada en peligro de extincion, por lo que su rescate constituye una tarea de gran
importancia, tanto desde el punto de vista biolégico como econémico, al ser sus frutos la
materia prima para la elaboracion del licor “Guayabita del Pinar”. Hasta el momento los
trabajos llevados a cabo para su reproduccion han estado limitados por la baja
capacidad germinativa que presentan las semillas, ademas de que los métodos
convencionales de propagacion vegetativa no han dado resultado. Es por esto que el
presente trabajo se planteé como objetivo el establecimiento de una metodologia de
reproduccién in vitro de la especie, para lo cual se ejecutaron diferentes experimentos
para determinar el tipo de explante a utilizar, el procedimiento para el establecimiento
del cultivo aséptico, los medios de cultivo para inducir la multiplicaciéon y el
enraizamiento, las condiciones para llevar a cabo la fase de aclimatacién y el posterior
desarrollo en vivero asi como la caracterizacion del desarrollo en plantacion de las

plantas micropropagadas.

El uso de soluciones de PVP como pretratamiento y la adicién a los medios de cultivo
de Cisteina 25 mg/L permitié el control de la oxidacion fendlica y el establecimiento in
vitro de los explantes. La micropropagacion de P. salutare se logré a partir del cultivo
de segmentos nodales de plantas asépticas y de rebrotes de ramas colocadas en agua
en el medio MS suplementado con BAP 1.0 mg/L y AIA 0.1 mg/L con un promedio de 4
- 6 brotes después de seis semanas de cultivo. La mejor tasa de enraizamiento se
obtuvo cultivando los brotes en el medio WPM a la mitad de la concentracién de las
sales, carbén activado 1 g/L y ANA 0.2 mg/L solo o en combinaciéon con AIB 0.2 mg/L.
Las plantas regeneradas in vitro fueron aclimatadas en un ambiente con alta humedad
relativa durante cuatro semanas posteriormente continuaron su desarrollo en vivero
durante 16 semanas.. Las mezclas de suelo y humus de lombriz constituyeron los

mejores substratos durante esta fase.



El estudio del comportamiento de las plantas micropropagadas en plantacion revelé que
a partir del tercer afio ocurrié una estabilizacion del crecimiento de las variables altura,
didmetro de copa y del tallo y de la produccion de frutos; se comprobdé una alta
correlacion entre éstas, siendo el diAmetro de copa la variable que mayor contribucion

tuvo sobre la estimacién de la produccion de frutos.

La determinacién de la variabilidad a partir de los pardmetros evaluados revel6é que
existi6 una alta uniformidad desde el punto de vista morfolégico entre las plantas

obtenidas por medio de la micropropagacion.

Los resultados de la evaluacién del desarrollo de las plantas obtenidas en plantacién
demostré la factibilidad de la aplicacion de la biotecnologia para el rescate de esta

especie.
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Introduccién 1

INTRODUCCION.

Los productos forestales no madereros tienen una considerable importancia a
nivel mundial debido a un reconocimiento cada vez mayor de su contribucion a
las economias nacionales y a la seguridad alimentaria, asi como a los objetivos
ambientales como la conservacion de la diversidad biolégica. Algunos
constituyen también materias primas para procesos industriales de gran escala,
inclusive de productos basicos comercializados a nivel internacional como

bebidas y alimentos, aromatizantes, perfumes y medicinas.

El germoplasma contenido en los recursos genéticos y la biodiversidad, es la
materia prima fundamental para el desarrollo de productos mediante la
biotecnologia. América Latina y el Caribe poseen una posicion privilegiada en
ese sentido, al contar con abundantes recursos genéticos, hoy amenazados
por la destruccién de los ecosistemas. Su valorizacién y aprovechamiento pasa
por su identificacion, conservacion y caracterizacion. Esta tarea solo puede ser
desarrollada en la forma masiva en que se requiere, con la aplicacion de las

biotecnologias disponibles y por desarrollarse.

En nuestro pais la preservacién de la diversidad biolégica requiere de estudios
para su conservacion y reproduccion, lo cual incluye la factibilidad del uso de
las técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro. Estas son una alternativa
para la regeneracion de plantas que presentan dificultades de reproduccion
natural y en muchos casos resultan ser la Unica via para la propagacion

vegetativa y la conservacién de germoplasma (Texeira y col., 1998).

La especie Psidium salutare (H.B.K.)Berg., conocida cominmente en Cuba
como Guayabita del Pinar es una especie de la familia Myrtaceae. Su areal

esta comprendido en la zona de Centroamérica y el Caribe.

En Cuba se encuentra en Pinar del Rio e Isla de la Juventud; hace 50 afios
esta especie ocupaba las sabanas y localidades abiertas en areas de pinares.
En la actualidad la mayoria de sus biotopos estan modificados quedando

desplazada a lugares poco accesibles. Ademas sus poblaciones se han
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reducido, encontrandose fundamentalmente individuos aislados aparentemente
muy envejecidos que en la mayoria de los casos no mantienen un buen
desarrollo. Por si fuera poco la regeneracion natural es practicamente nula.
Esta situacion a conducido a que el P. salutare haya sido declarada como

especie en peligro de extincion.

Los trabajos llevados a cabo para su recuperacion han estado limitados por las
serias dificultades que la especie presenta para la reproduccién ya que la
capacidad germinativa de sus semillas es extremadamente baja y la
propagacion vegetativa por métodos convencionales no ha sido posible hasta

el presente.

La recuperacion y conservacion de esta especie es una tarea de gran
importancia para Pinar del Rio, tanto desde los puntos de vista biolégico, por
ser un componente de la diversidad de especies que esta declarado en peligro,
como econdmico y social ya que sus frutos constituyen un importante producto
forestal no maderero utilizado principalmente como materia prima para la
elaboracion del licor “Guayabita del Pinar” , uno de los simbolos que distinguen

a esta provincia nacional e internacionalmente.

Por lo anteriormente expuesto se propone la siguiente hipoétesis:

Los métodos utilizados hasta el momento para la reproduccién no han podido
dar respuesta a las necesidades de plantas para llevar a cabo la recuperacién
de P. salutare, por lo que es de esperar que la induccién de brotes axilares in
vitro a partir de segmentos nodales tomados de plantas provenientes de areas
naturales y de plantulas asépticas permitira la regeneracion de plantas
completas, nueva via para la reproduccion de la especie, proporcionando
plantas para la reintroduccion a la naturaleza y el establecimiento de

plantaciones comerciales.
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Teniendo en cuenta la hipotesis, el trabajo se propone los objetivos generales

siguientes:

Establecer una metodologia para la propagacion vegetativa de la especie a

través de la aplicacion de las técnicas de cultivo in vitro.

Caracterizar el desarrollo de las vitroplantas en condiciones de plantacén

utilizando los métodos de analisis del crecimiento

Los objetivos parciales son:

Definir el procedimiento para el establecimiento del cultivo in vitro a través
de la determinacién del tipo de explante a cultivar, método de desinfeccion,

control de la fenolizacién y medio de cultivo para el establecimiento.

= Determinar el medio de cultivo para la induccion de la brotacién, la
multiplicacion y el enraizamiento definiendo el balance hormonal, asi como

las condiciones fisicas del cultivo.

= Determinar los factores que mas influyen durante la fase de aclimatacion de

las vitroplantas asi como el posterior desarrollo en vivero.

Caracterizar el desarrollo en plantacién de las las plantas obtenidas por

micropropagacion.

La importancia de este resultado radica en que:

=  Permite la reproduccion del P. salutare y por tanto su preservacion y

recuperaciéon, ademas crea las bases para la conservacion del

germoplasma de la especie.



Introduccién 4

=  Permitira al contar con un numero suficiente de plantas crear plantaciones
con la finalidad de producir frutos para la industria del licor, de una forma

mucho mas factible econédmicamente a como se realiza en la actualidad.

La novedad cientifica de este trabajo radica en la aplicacion de la
biotecnologia vegetal con el fin del rescate y preservacion de P. salutare,
atendiendo a la especie, los resultados del cultivo in vitro asi como el andlisis

del crecimiento en plantacion tienen total novedad.

Desde el punto de vista practico el trabajo ofrece una metodologia para la
micropropagacion de la guayabita del pinar, cuya efectividad ha sido
comprobada en condiciones de produccion o biofabrica como comunmente se
le denomina en Cuba a los laboratorios para la propagacion masiva in vitro de
plantas. Por otra parte la caracterizacién del crecimiento de las vitroplantas

crea las bases para un correcto manejo agrotécnico en plantacion.

Este estudio forma parte de un proyecto ramal aprobado por el Ministerio de
Educacion Superior (MES) llevado a cabo en el Centro de Biotecnologia

Vegetal de la Universidad de Pinar del Rio.



1. Revision Bibliografica

l.1Laespecie

Nombre cientifico: Psidium salutare (HBK) Berg, (Berg, 1856, citado por
McVaugh, 1963). se reconoce con los nombres comunes de: guayabita del
pinar (Cuba), guayabito (Costa Rica), guayabito, arrayan, guayabito del Peru

(Panama).

El género Psidium de acuerdo a Berg (1856) (citado por McVaugh, 1963)
incluye alrededor de 100 especies, es exclusivo de América, principalmente
distribuido desde Méjico a Paraguay, Brasil y las Antillas el cual esta incluido en

la familia Myrtaceae.

1.1.1 Caracteristicas botanicas (segun McVaugh, 1963)

Porte: arbustos muy pequefios o subarbustos de 30 — 50 hasta 100 cm de
altura (Figura 1a), ramitas jévenes de redondeadas a cuadrangulares y
abcostilladas, los angulos escasamente alados, esparcidamente pilosa de

pelos péalidos amarillentos de 0,5 — 0,8 mm de largo.

Hojas sésiles o subsésiles, de ovado — lanceoladas a ovado — elipticas o
elipticas o eliptico oblongas de 1 — 6 cm de largo , 1 — 3 cm de ancho, apice
agudo o costumente — acuminado ,base redondeada, nervio central aplanado o
ligeramente convexo hacia la base en el haz prominente y esparcidamente
pelosa en el envés, nervios laterales de 6 — 9, escasamente elevados en el
haz, prominente en el envés, con un angulo de inclinacién de 60 a 65 grados,
nervio marginal poco definido y arqueado entre los laterales a 1 o 2 milimetros
del margen, coriaceas o subcoridceas, glabras o muy esparcidamente pelosas,
lustrosas, verde oscuro en el haz, adpresa pubescente, principalmente cerca
del nervio central y en la base, pardo verdosa a parda en el envés, en ambas
superficies con glandulas grandes redondeadas, muy evidentes, peciolo
ausente o generalmente subpeciolo a partir del ensanchamiento de la
continuacion del nervio central, 1 — 2 milimetros de largo y menos de 0.5 de

ancho (Figura 1b).



a b

Figura 1- a) Aspecto de una planta de P. salutare, b) Detalle de las hojas.

Flores usualmente solitarias, muy raramente en dicasea con la flor terminal
sésil, axilares, pétalos blancos de 6 a 7 milimetros de largo muy glanduloso,
estambres de 200 a 250 de hasta un centimetro de largo. Floracion de marzo a
mayo (Figura 2a). Fruto, baya subglobosa hasta 1.5 centimetros de diametro,
de verdes a amarillos, al madurar comestibles, semillas numerosas (hasta 9)
(Figura 2b).

a b

Figura 2 — Flores (a) y frutos (b) de P. Salutare.



1.1.2 Ecologia y Biogeografia

De acuerdo a McVaugh (1963) P. salutare (HBK) Berg., habita en sabanas,
colinas ocupadas por pinares y herbaceas o rocosas, hasta 1 000 metros sobre
el nivel del mar. El reporta su distribucion en Méjico, América Central (en
Panama), Colombia hasta las Guayanas, Cuba (Isla de Pinos) y La Espafiola.
Liogier (1989) reporta su distribucion en manigua rasa en RepuUblica
Dominicana, Cuba, Méjico, América Central y Sur América hasta el Amazonas
y Sanchez (1990) en Chiapas y Veracruz en Méjico, en Centroamérica, Las

Antillas y Colombia hasta las Guayanas.

En Cuba solo habita en el extremo Occidental (Pinar del Rio) y en la Isla de la
Juventud en localidades abiertas de bosques de pinos sobre suelos ferraliticos,
cuarciticos, generalmente lixiviados y pobres en nutrientes. Suele encontrarse

formando pequefios grupos e individuos aislados.

1.1.3 Situacion actual de la especie

Entre las familias con diez o mas especies amenazadas 0 extinguidas
Myrtaceae ocupa el primer lugar con 87 (Borhidi, 1989), P. salutare esta
considerada como una especie en peligro®, debido fundamentalmente a la
alteracion, destruccion y fragmentacion de sus habitats por la actividad

humana.

En Pinar del Rio se sefialan 7 areales principales (Figura 3) encontrandose la
mayoria de los individuos aislados. Una caracteristica sobresaliente de estas
poblaciones es su envejecimiento, que se calcula en mas de 70 afios. Esto
debe estar determinado por el bajo nivel de reproduccién de la especie como
consecuencia de la baja tasa de germinacion de sus semillas (inferior al 30 %)

aun en condiciones controladas y a la modificacion de sus biotopos.
1

! Revista Jardin Botanico Naciona Vol. XIV — XV, 1993 - 1994
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Figura 3- Principales areales del P. salutare en Pinar del Rio.

Esta situacion ha provocado que la reposicion de los individuos que mueren o
son destruidos sea practicamente nula. Los intentos por reintroducir la especie
en sus hbitats naturales han estado limitados por las dificultades de obtener
posturas en viveros, debido como se sefialé anteriormente, a la baja capacidad

germinativa de sus semillas.

1.1.4 Importanciay utilizacion de P. Salutare

De acuerdo a las caracteristicas de su habitat, P. Salutare debe considerarse
como un producto forestal no maderero (PFNM). Esta expresion y otros
términos similares como productos forestales “menores” o “secundarios” han
surgido como expresiones generales para definir la vasta gama de recursos
animales y vegetales diferentes de la madera que se derivan de los bosques o

las especies arboreas forestales.

Vantomme (1999) plantea que la FAO utiliza la expresion PFNM con referencia
a todos los productos animales y vegetales derivados de fuentes silvestres y
extraidos en zonas boscosas y/o de especies forestales. Los PFNM pueden

también obtenerse de plantas semidomesticadas en plantaciones o sistemas




agroforestales, o pueden producirse en sistemas productivos intermedios con
diversos grados de domesticacion. Su condiciébn de producto silvestre o
semidomesticado lo diferencia de los agricolas ya bien establecidos como la

palma de aceite, el cacao, el coco, el caucho o el café.

Los PFNM han despertado un considerable interés a nivel mundial en los
ultimos afos debido a un reconocimiento cada vez mayor de su contribucién a
las economias domésticas y a la seguridad alimentaria, asi como a los

objetivos ambientales como la conservacién de la diversidad biolégica.

Algunos PFNM constituyen también materias primas para procesos industriales
de gran escala, inclusive de productos basicos comercializados a nivel
internacional como bebidas y alimentos, aromatizantes, perfumes y medicinas.
En la actualidad, por lo menos 150 de estos productos tienen una importancia
significativa en el comercio internacional, por ejemplo, la miel, las gomas
arabigas, el ratan, el corcho, las nueces y setas del bosque, aceites esenciales,
y partes de animales o plantas para la elaboracién de productos farmacéuticos
(Catriona Prebble, 1999).

En Pinar del Rio existe hace 105 afios una fabrica Unica de su tipo en el
mundo, que realiza el macerado de los frutos de P. Salutare para la
elaboracion del licor “Guayabita del Pinar” en sus dos surtidos dulce y seca,
hoy comercializado en el mercado internacional. La materia prima para la
elaboracion de estos licores se colecta en las poblaciones naturales. Debido a
la situacién actual de la especie la produccion de la fabrica en los Ultimos afios
se ha visto dafiada por el ineficiente abastecimiento de los frutos. lo que ha
significado la reduccion de la fuente de empleo dentro de la industria y la
pérdida de ganancias para el pais. La produccion actual de la fabrica es de
3 870 hectolitros (hL) y pretende en los préximos afios incrementar su
produccion a 5 400 hL por la demanda que tiene el producto en el mercado y

aumentar sus lineas de producciones a otros surtidos.

La cosecha de los frutos de guayabita para la industria se realiza

tradicionalmente en las areas naturales por parte del cuerpo de guardabosques
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y campesinos individuales. Actualmente se han vinculado trabajadores
forestales o campesinos a las poblaciones mas abundantes de la especie con
el fin de poder dar atenciones culturales a estas areas y elevar los

rendimientos.

La recoleccién de la fruta implica recorrer grandes areas varias veces, pues
son plantas dispersas y no todos los frutos tienen la calidad necesaria para ser
colectados simultdneamente. Posteriormente los frutos son acopiados en

lugares previamente acordados con la industria hasta ser recogidos.

Una caracteristica de la cosecha de guayabita es su irregularidad,
presentandose afios con buenas producciones y otros con producciones muy

bajas (Figura 4).
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45,35924 kg).
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1.2 Importancia de la conservacién de la biodiversidad

La biodiversidad a nivel de genes, especies y ecosistemas se debe conservar y
mantener a favor del desarrollo sostenible (Namkoong, 1991; citado por Kani y
col., 1997). La diversidad de ecosistemas proporciona diferentes habitats para
las diversas especies que los habitan, enriqueciendo la diversidad de especies

y procesos dentro de un ecosistema determinado.

La diversidad genética confiere adaptabilidad y potencial evolutivo a las
especies que llevan tales genes (Ehrlich, 1990; citado por Kani,1997). Por ello,
en primer lugar hay que mantener los componentes de la diversidad, después
hay que estudiarlos y finalmente basandose en estos conocimientos, hay que
utilizarlos sosteniblemente (WRI, UICN, PNUMA, 1991, citados por Kani, 1997).

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

reposicion de los individuos que mueren es muy escasa.

Bramwell (1996), sefiala que las poblaciones estan severamente amenazadas
de extincion por dos razones, una asociada a las caracteristicas genéticas de
las poblaciones muy pequefias y la otra relacionada con los cambios fisicos en
el habitat.

En cuanto al numero de individuos presentes en una poblacién Bonet (1996)
sefiala que si nos guiamos solamente por este parametro, obtenemos una falsa
idea de la diversidad genética de dicha poblacion, podemos encontrar en un
extremo, en el caso de organismos con reproduccion vegetativa, amplias areas
con gran cantidad de individuos que provienen de muy pocos clones, en el otro
extremo se pueden encontrar organismos de reproduccién sexual que nunca
presentan endogamia y que a pesar de su bajo numero de individuos

mantienen una gran riqueza genética.

Bonet (1996) plantea que cuando el tamafio de una poblacion se reduce a

niveles muy bajos, desaparece gran parte de la diversidad genética, y puede
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gue no sea capaz de sobrevivir y desaparezca a las pocas generaciones como
resultado de diversos accidentes genéticos como la accion de genes deletereos

gue se manifiestan como resultado de la endogamia producida.

En muchas especies, los individuos que integran una poblacion 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 poblacion
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).

Como la deriva genética sobre varias generaciones en poblaciones muy
pequefias puede ser erosiva genéticamente, seria muy ventajoso para la
recuperacion el incremento de la poblacion en el menor tiempo posible. En
especies que la produccion de semillas es baja y la germinaciéon pobre, la
propagacion vegetativa juega un importante rol, especialmente el cultivo de
tejidos; donde un gran numero de plantas pueden ser regeneradas

rapidamente (Branwell, 1996).

Texeira y col. (1998) sefialan que la conservacion genética de arboles nativos
requiere el estudio de la propagacion sexual y asexual, incluyendo la
factibilidad del uso de las técnicas de micropropagacion lo cual en muchos
casos resulta ser la Unica via para la propagacién vegetativa y conservacion de

germoplasma.

1.3 La biotecnologia en la recuperacion de especies amenazadas

El cultivo de tejidos de plantas es posible porque, aunque son un sistema
complejo, integrado e interactuante de células, tejidos y 6rganos; las células
individuales de las plantas son generalmente totipotentes, es decir tienen

capacidad potencial de regenerar todo tipo de tejido.
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Es por esto, que la formacion de érganos de novo no depende de la presencia
de un meristema pre - existente sino puede formarse a partir de cualquier tejido

a través de procesos de desdiferenciacion y diferenciacion celular.

El cultivo in vitro se ha utilizado para la propagacion de especies amenazadas
con el fin de aumentar rapidamente el nuamero 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.

Las definiciones de cultivo de tejidos vegetales se reducen a métodos que
producen plantas completas partiendo de fragmentos pequefios de tejidos, o
células individuales que son cultivadas en un medio nutritivo artificial aséptico.

En 1988, Perea y Navarro acotando ain mas el concepto sefialan que el cultivo
de tejidos vegetales in vitro consiste en cultivar pequefios segmentos de
plantas (explantes) sobre medios sintéticos y en condiciones controladas con el

proposito de regenerar plantas enteras.

De acuerdo al origen se distinguen varios tipos de cultivos:
1. Cultivo de 6rganos.
2. Cultivo de meristemos.
3. Cultivo de células.
4

Cultivo de protoplastos.

Aunque todos pueden ser utilizados con el propésito de propagar especies
amenazadas los dos primeros son los de mayor aplicacion, mientras que los

otros dos son utilizados principalmente en la ingenieria genética.

1.4 Labiotecnologia en el mejoramiento genético

El campo de la biotecnologia vegetal es una de las areas de investigacion
cientifica sobre plantas en las que se han registrado los avances mas rapidos
durante los ultimos afios, los resultados cientificos alcanzados demuestran que
es una via factible para resolver los problemas mas urgentes en el

mejoramiento de los cultivos agricolas.
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En el caso de las especies forestales, los largos ciclos de vida, la talla de los
arboles y las limitaciones para el cruzamiento de muchas especies, el uso de
la biotecnologia para el mejoramiento genético es particularmente atractivo
para la propagacion acelerada de material mejorado, seleccion de genotipos en
etapas juveniles a través de marcadores moleculares o la conservacion de

germoplasma.

El alcance que puede lograr la biotecnologia aplicada a especies forestales
depende de su aplicacion conjunta con los programas de mejoramiento ya
existentes y que esté basado en conocimientos biologicos y silvicolas basicos

de las especies de interés.

Segun Haines y Martin (1997) Las principales aplicaciones de la biotecnologia

en el mejoramiento genético vegetal incluye:

e El almacenamiento "in vitro" y la criopreservacion.
e El uso de los marcadores moleculares.

e La seleccion "in vitro".

e Laingenieria genética.

e El uso de la variacion somaclonal.

e La fusién de protoplastos.

e Los cultivos haploides.

e Rescate de embriones in vitro.

e El control "in vitro" del estado de maduracion.

e La micropropagacion.

Por su interés y relacion con este trabajo se hace referencia a continuacion a
dos de estas aplicaciones relacionadas con la conservacion de germoplasma y

la propagacion in vitro.

1.4.1 El almacenamiento in vitro y la criopreservacion.
El almacenamiento "in vitro" consiste en la micropropagacion de material

vegetal indiferenciado y totipotente en condiciones de laboratorio sobre medio
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de cultivo, a temperatura e intensidad de luz reducida, en un ambiente gaseoso
modificado con baja concentracion de oxigeno, con vistas a prolongar la
duracién del ciclo de propagacion en el laboratorio. Haines y Martin (1997)
reportan que como material vegetal se han empleado diferentes partes de las
plantas y semillas, alcanzandose éxito con varias especies arboreas (Pinus

radiata, Alnus glutinosa, Eucalyptus sp., Populus sp.).

Muchas especies de plantas presentan serios problemas pues su germoplasma
no puede ser mantenido por las técnicas convencionales. Es por esto, que el
segundo campo de aplicacion del cultivo de tejidos a la preservacion de
especies amenazadas, lo constituye la conservacion a largo y mediano plazo

de las plantas in vitro.

La criopreservacion consiste en el pretratamiento del material vegetal y la
suspension del metabolismo mediante enfriamiento a temperaturas ultrabajas

por etapas sucesivas, para finalmente almacenarlo.

Bramwell, (1996) describe tres métodos basicos para el mantenimiento de los
cultivos:
1. Cultivo in vitro normal, manteniendo los tejidos como explantes
indiferenciados, transfiriendo regularmente a un nuevo medio de cultivo.
2. Crecimiento minimo, usando inhibidores del crecimiento y bajas
temperaturas.
3. Crioconservacién o preservacion a muy bajas temperaturas como la del

nitrégeno liquido (—=196°C).

En la conservacion a mediano plazo se utilizan principalmente las técnicas de
crecimiento minimo in vitro, estas han sido desarrolladas en numerosas
especies, pero su uso es aun restringido a pesar de que su flexibilidad,

simplicidad y préactica estan claramente demostradas.

Bertrand y col, (1991) estudiaron la influencia de bajas concentraciones de
citocinina en la conservacion a través de crecimiento minimo de germoplasma

Coffea sp.. Toledo y Golmirzaie, (1998) reportan periodos entre subcultivos de
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1,2,3,4 y 5 afios en la conservacion de germoplasma de Solanum sp. bajo
condiciones de estrés osmotico. Meristemas de Melia azedarach son
conservados durante 6 meses en medios pobres de nutrientes con bajas
temperaturas (4°C) y luego recultivados en condiciones 6ptimas, posibilitando

la regeneracion de plantas (Mroginski y col, 1998).

La crioconservacion permite el almacenamiento a largo plazo del material
vegetal sin modificaciones o alteraciones, protegido de contaminantes y con un
mantenimiento minimo. En afios recientes técnicas simples de congelamiento
han sido desarrolladas para apices y embriones de un gran numero de
especies, incluyendo varias del tropico. Gonzalez y col. (1998) reportan la
crioconservacion de apices de pifia por vitrificacion, con niveles de

recuperacion de un 25 a 65 %.

Las Investigaciones en este campo son necesarias para optimizar las técnicas
actuales vy desarrollar protocolos para una mayor cantidad de especies; asi
Roca y col. (1998) informan que la crioconservacién de apices de yuca
mediante encapsulacion — deshidratacion , es una técnica que presenta
ventajas frente a la congelacién programada (protocolo clasico) ya que reduce
los riesgos de dafio, simplifica el proceso previo a la congelacion y elimina el

uso de programador entre otros.

Con especies forestales se ha reportado su utilizacibn con embriones de
Quercus petraea, Fagus silvatica, Aesculus hippocastanum, Araucaria
excelsa, Castanea sp., Artocarpus sp. y Juglans insularis; en lineas de
células embriogénicas de Picea glauca, Acer pseudoplatanus, Picea abies y
Pinus taeda; en semillas de Abbies alba, Sequoiadendron giganteum, Larix
decidua, Pseudotsuga menziesii, Picea abies y Pinus sylvestris; con polen
de Betula pendula, B. pubescens, Larix decidua, L. kaempferi,
Pseudotsuga menziesii, Picea abies, Pinus sylvestris, Quercus petraea y
Q. robur y en puntas de raices encapsuladas de Eucalyptus gunnii (Haines y
Martin 1997).
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1.5 Micropropagacion
Segun Roca y Mrogrinski (1993) las vias utilizadas para la micropropagacion

son las siguientes:

a) Empleo de yemas axilares.
b) Empleo de yemas adventicias.

c) Empleo de embriogénesis somatica.

Todas estas técnicas se caracterizan por velocidades potenciales de
multiplicacion progresivamente crecientes (desde las yemas axilares hasta la
embriogénesis somatica), cantidades progresivamente decrecientes del
namero de especies en las que se han reportado éxitos y una restriccion a
materiales juveniles aparentemente creciente. Mas de 1000 especies de
plantas pueden ser micropropagadas ahora, incluyendo muchas especies
forestales, sefialandose mas de 70 angiospermas y mas de 30 gimnospermas
entre las especies arbdreas para las que han sido reportados métodos exitosos
de produccion de plantulas y sélo entre los Eucaliptos se han relacionado mas

de 25 especies.

Si el cultivo de tejidos consiste en cultivar asépticamente diferentes explantes
constituidos por fracciones de un tejido u 6rgano que se extrae de la planta, la
micropropagacion es practicamente una multiplicacion masiva in vitro. En la
actualidad, la micropropagacion se practica con éxito en especies horticolas y
mas recientemente en especies lefiosas (Thorpe, 1983; citado por Roca, 1993).
En algunas especies el propio autor sefiala que esta metodologia ha mostrado
importantes ventajas en comparacion con los sistemas convencionales de

propagacion, ellas son:

- Incremento acelerado del nimero de plantas derivadas por genotipo.

- Reduccién del tiempo de multiplicacion.

- Posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una superficie
reducida a bajos costos y en tiempo econémicamente costeable.

- Mayor control sobre la sanidad del material que se propaga.
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- Facilidad para transportar el material in vitro de un pais a otro con menos
restricciones aduaneras.
- Posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la cual sélo existen

pocos individuos.

a. Estimulo de yemas axilares.

En este caso, el empleo de las yemas axilares permite la formacién de una
planta por cada yema. Aqui la eficiencia del sistema radica en que el nimero
de plantas obtenidas esta determinado por el nimero de yemas axilares
preexistentes en el indculo, ademas los individuos regenerados muestran una

gran estabilidad genética.

La multiplicacion de plantas por medio del subcultivo secuencial de explantes
de yemas axilares ha sido desarrollado para un gran nimero de especies y es
la base de la mayoria de los sistemas comerciales. En esta categoria esta
incluido el sistema de yemas axilares del Eucalipto, aunque algunas de las

yemas multiples provenientes del cultivo pueden ser en origen adventicias.

Alun cuando los mejores resultados para las especies forestales han sido
obtenidos con plantas jovenes, el método ha sido aplicado satisfactoriamente
con arboles viejos de ciertas especies, al respecto Haraguchi (1998) reporta la
propagacion clonal in vitro de seis arboles seleccionados de la especie Zelkova

serrata de entre 500 y 800 afios de edad. .

Comparada con otras técnicas de micropropagacion, las proporciones de
multiplicacion son bajas, 5 a 10 propagulos / ciclo de cultivo. Sin embargo, aln
con un factor de multiplicacién de este orden, pueden obtenerse millones de
plantas por afio para muchas especies y para los Eucaliptos las cantidades son
frecuentemente mayores. Las respuestas favorables en los Pinos estan
generalmente limitadas a los arboles jovenes y las velocidades de propagacion

son bajas.
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Para Martinez - Pulido (1990) el sistema de produccion a partir de yemas
axilares le llaman conservativo, debido a su capacidad relativa de producir
plantas genéticamente idénticas a la planta madre. Por esta razon, es la
técnica preferida a menudo en los laboratorios comerciales de plantas lefiosas,
a pesar de su relativo bajo potencial de multiplicacion si se compara con otras

vias.

b. Diferenciacion de brotes adventicios.

Incluye sistemas que contemplan la induccién directa sobre explantes y las que
comprenden la diferenciacion de yemas adventicias en cultivos de callos. Los
protocolos del sistema de nédulos meristematicos estan bien descritos para los
Abetos y el Pino radiata, comprendiendo la formacion, multiplicacion y la
regeneracion final de plantas a partir de asociaciones de células esféricas que
presentan diferenciacién tisular y alguna vascularizacién. Estos son sistemas
similares a los reportados para un numero de especies herbaceas. En general,
los tejidos juveniles han respondido mucho mejor que los adultos y
particularmente con las coniferas, los embriones han sido los explantes
favoritos. Con especies que responden, las velocidades de multiplicacion por
medio de yemas adventicias son cominmente sustancialmente mayores que
con yemas axilares. Por ejemplo, en pino radiata se estimé que un embrion de
uno de los clones de mejores respuestas podria producir 260 mil plantas listas

para plantar en 2,5 afios.

Este sistema permite la regeneracién de una mayor cantidad de brotes que el
sistema de yemas axilares. Los brotes adventicios tienen su origen en la
formacioén de tejidos meristematicos y la posterior diferenciacién de apices, ya
sea directamente o a partir de callo originado también del explante, este ultimo
puede traer como consecuencia la variabilidad fenotipica en los clones

diferenciados.

c. Embriogénesis somética.
En condiciones in vitro es factible diferenciar embriones a partir de células
tanto del esporofito como del gametofito. Este proceso de diferenciacién se

observé por vez primera en células suspendidas de Daucus carota (Reinert,
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1959, citado por Roca, 1993). Desde ese primer descubrimiento se ha
incrementado notablemente el numero de especies que han mostrado esta

capacidad regenerativa.

Aparentemente, los factores quimicos mas importantes para la embriogénesis
somatica son las auxinas exogenas, la fuente y la concentracion de nitrdgeno y
algunas otras sustancias como la sacarosa. Desde el punto de vista de la
propagacion, la embriogénesis soméatica es el sistema mas eficiente, si se
considera la eficiencia como el niumero de plantas regeneradas por unidad de
tiempo ya que todo hace suponer que por cada célula suspendida en el medio

de cultivo se esta diferenciando una planta (Roca, 1993).

Segun Haines y Martin (1997) aunque menos empleada que las otras
tecnologias, la regeneracion por medio de la embriogénesis ha sido reportada
para mas de 50 especies forestales, incluyendo méas de 20 familias de las
angiospermas y al menos, una docena de coniferas, estando entre ellas
especies de Picea, Pinus, Larix, Abies, Pseudotsuga, Sequoia y algunos
Eucalyptus. Las especies de Pinos han presentado un comportamiento algo
recalcitrante comparadas con las de Picea. Para la mayoria de las especies, en
particular las coniferas, las respuestas favorables solo pueden obtenerse
empleando explantes de material embrional o de plantulas jovenes. Las
velocidades potenciales de multiplicacion, particularmente a partir de cultivos
de suspenciones celulares, son muy elevadas; sin embargo, la proporcion de
conversiobn de estos embriones en plantulas permanece muy baja y las
velocidades de multiplicacion alcanzadas estan muy por debajo del potencial.
Por ejemplo, en Picea se obtienen 200 embriones/ml de cultivo en 48 h pero
sélo un 4 % de plantas, con una eficiencia media maxima. El desarrollo

comercial de sistemas de embriogénesis soméatica aun no ha sido reportado.

1.5.1 Fases de la micropropagacion
En la actualidad se reconocen cinco fases para el proceso de

micropropagacion, estas son:

Fase 0 (Fase preparativa) — Se le reconoce como fundamental para el

establecimiento de un sistema de micropropagacion eficiente y repetible,
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incluye la seleccion de las plantas donantes de explantes, los pretratamientos a
a estas plantas, consistentes en la aplicacion de tratamientos fitosanitarios y de

ser posible su cultivo en ambientes controlados.

Fase | (Establecimiento del cultivo) - Esta etapa de la micropropagacion tiene
como objetivo el establecimiento de cultivos asépticos y fisiolégicamente
vigorosos con los cuales iniciar el proceso de multiplicacién, incluye la
seleccidn, la desinfeccion y el control de la oxidacion fendlica de los explantes

asi como la determinacion del medio de cultivo para el inicio del cultivo in vitro.

El explante
Son pequefios segmentos de tejidos cuya finalidad es su cultivo aséptico.

George y Sherrington (1984) sefalan que el estado de desarrollo de la planta
madre y la edad fisiol6gica del explante y Hussey (1986) la estacion del afio,
las condiciones de crecimiento y la edad del donante, son de gran influencia

en el éxito del cultivo in vitro .
Es posible utilizar una gran variedad de explantes para iniciar los cultivos in
vitro, la utilizacion de uno u otro tipo depende de la especie y de los objetivos

de la propagacion.

Desinfeccion del explante

El control fitosanitario de las plantas desde donde se obtendran los explantes
favorece el proceso de desinfeccion, por eso se plantea comunmente que los

donantes deben crecer en un ambiente tan limpio como sea posible.

Para la eliminacion de los microorganismos contaminantes los explantes son
desinfectados superficialmente. Generalmente se cortan de un tamafio algo
superior y son sometidos a la accién de los desinfectantes y luego en

condiciones estériles son reducidos a su tamafio final (Hu y Wang ,1983).

Los desinfectantes mas comunmente utilizados son el hipoclorito de sodio
(NaOCl), hipoclorito de calcio (CaOCl), peréxido de hidrogeno (H,0,), etanol y

bicloruro de mercurio (HgCl;). Los tres primeros se emplean en
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concentraciones de 1 — 3 % en tiempos de 10 a 20 minutos, el alcohol se usa
generalmente al 70 % y se emplea en combinacién con otros desinfectantes. El
bicloruro de mercurio es el més téxico y se emplea en dosis bajas y en corto
tiempo (0,05 al 0,1 % durante periodos de 1 a 5 minutos). Terminado el tiempo
de inmersion en el desinfectante se realizan varios enjuagues con agua

destilada estéril para eliminar los restos del mismo.

Oxidacion fenolica

Las oxidaciones fendlicas constituyen un serio problema en el establecimiento
y supervivencia de los explantes. Este fenomeno es més agudo en las especies

lefiosas.

En general los fenoles son productos extremadamente labiles que se oxidan
con gran facilidad, los mismos pueden ser fitotoxicos y a la vez incrementar
otros procesos oxidativos del metabolismo secundario, consecuencia letal para

el explante.

Las practicas mas comunes para contrarrestar el efecto de la oxidacion fendlica

se pueden resumir de la siguiente forma:

- Enjuagues en soluciones antioxidantes previo y posterior a la disecciéon de
los explantes.

- Adicion de antioxidantes al medio de cultivo (inhibidores de la
polifenoloxidasa o absorbentes).

- Cambios frecuentes de medio de cultivo.

- Disminucion de la intensidad luminosa.

- Empleo de medios liquidos.

- Modificaciéon del pH del medio.

- Cambios en el nivel de sacarosa en los medios.

- Regulacién de la temperatura.

Los antioxidantes mas empleados han sido:
= Acido ascorbico.

= Acido citrico.
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= Polivinilpirrolidona (PVP).
= |-Cisteina.

= Dithiotreitol.

= Tiourea.

= Carbon activado.

Medios de cultivo

Lépez Cristina, (1990) plantea que para un crecimiento adecuado las plantas
necesitan tomar del suelo cantidades de macronutrientes y micronutrientes. El
medio de cultivo debe contener ademas carbohidratos (sacarosa como fuente
de carbono) para reemplazar el carbono que la planta fija normalmente de la
atmosfera por medio de la fotosintesis e incluir compuestos organicos como

vitaminas, aminoacidos y reguladores del crecimiento.

Los medios méas usados para promover la organogénesis en especies
forestales son: Murashige & Skoog, 1962 (MS); Shenck & Hildebrandt, 1975
(SH); Lloyd & McCown, 1981 (WPM).

En dichos medios se incluyen varias vitaminas, aunque la Unica a la que se le
ha demostrado su efecto claro es a la Tiamina (Bi:), aportada en
concentraciones de 0.1 y 1 mg/L (Gamborg, 1984). Asimismo Krikorian, (1991)
reporta que se han sefialado efectos favorables del &cido nicotinico, la

piridoxina (Be) y la riboflavina (B2) sobre el crecimiento.

Otro factor que puede afectar la organogénesis es el pH del medio. Al respecto
JirT, (1993) plantea que los cambios de pH son el mejor factor que controla la
desrepresion del DNA y las sintesis de proteinas y por tanto el patrén
morfogenético, se ha comprobado que en callos iniciados a pH 3,5 después de
transferidos a otro medio era mas intensa la formacion de brotes, no
ocurriendo asi en los obtenidos inicialmente a 5,5 o 4,5. Por debajo de 2,5 los

callos nunca diferenciaron.
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En cuanto a la luz Calvo y Segura, (1989) emplearon tres condiciones de
fotoperiodo: 16 horas-luz, solo oscuridad y oscuridad durante 4 semanas,
seguidas de 4 semanas de exposicion a la luz. Ellos encontraron que el
fotoperiodo de 16 horas-luz fue la mejor condicién, en términos de porcentaje

de yemas regeneradas.

El rol mas importante entre los componentes del medio de cultivo es jugado
por los reguladores del crecimiento vegetal (fitohormonas), los cuales
determinan los procesos de diferenciacion o desdiferenciacién celular. La
diferenciacion incluye los fendmenos o cambios que conduzcan a la

especializacion de células, tejidos y 6rganos (Barcel6 y col., 1992).

Si bien antes se atribuian efectos especificos en la diferenciacion y la
morfogénesis a determinado regulador del crecimiento, hoy en dia la idea mas
l6gica es que ambos procesos estan controlados por los equilibrios entre

sustancias hormonales (Barcel6 y col., 1987).

El hallazgo del factor que promovia la division celular en preparaciones
degradadas de DNA, identificada como cinetina condujo a los estudios de
induccion de la formacion de érganos a partir de cultivos de callos en tabaco.
Skoog y Miller, (1958) descubren en estos cultivos que la relacidon
citoquinina/auxina elevada inicia la formacion de yemas; mientras que la
relacion baja favorece la emisién de raices; demostrandose la importancia de

dichas relaciones en la determinacion de la respuesta morfogenética in vitro.

El papel de los reguladores del crecimiento ha sido ampliamente estudiado
sobre todo el balance que debe existir entre auxinas/citoquinina para promover
brotes o raices, sin embargo la importancia de la giberelinas en el cultivo in
vitro parece ser mucho mas débil, aunque generalmente inhiben la
diferenciacion, estimulando algunas veces la formacién de yemas, érganos,

etc., (Jarret y Hasegawa, 1981)

Fase Il (Multiplicacion) — Se considera la fase mas importante dentro de un

programa de propagacion in vitro. Su objetivo es la produccion del mayor
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namero posible de propagulos. La proliferacion de los explantes se logra con la
adicion al medio de cultivo de hormonas vegetales. Los explantes al ser
divididos en condiciones estériles y cultivados nuevamente en medio fresco
emiten nuevos brotes, operacion que se repite hasta lograr la cantidad de

propagulos deseados.

Fase Il (Enraizamiento) — En esta fase cada brote debe ser cultivado de forma
individual en un medio de cultivo donde por lo general se adicionan auxinas

para la iniciacion y crecimiento de las raices.

Fase IV (Aclimatacion) - Es una de las etapas mas complejas de la
micropropagacion, las condiciones ecologicas en que se desarrollan las
vitroplantas producen una serie de cambios fisiolégicos y anatémicos que
provocan que una gran cantidad de plantas no sobrevivan el trasplante a las
condiciones ambientales, esto hace necesario aplicar técnicas de aclimatacién
in vitro o ex vitro que garanticen un retorno gradual de estas a sus

caracteristicas morfolégicas normales.

Las técnicas mas eficaces durante esta fase, son las que van encaminadas a
lograr gradualmente menos humedad relativa, mas luz, crecimiento autotrofico

y un medio séptico (Agramonte y col. 1998).

Durante las primeras dos semanas después del trasplante es necesario
controlar adecuadamente los factores ambientales y practicamente se requiere
simular en este periodo las condiciones del ambiente in vitro hasta que las

plantas se adapten a las nuevas condiciones.

Para evitar el exceso de transpiracion de las plantas, hasta que logren un
adecuado desarrollo de los estomas y la cuticula, es necesario mantener una
alta humedad relativa (Ziv, 1995). El método mas utilizado es el riego en forma
de niebla. Otro método se basa en colocar cobertores de polietileno u otros

materiales sobre las plantas, los cuales son retirados después de varios dias.
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Un aspecto importante durante la aclimatacion es el substrato, estos ademas
de ser el sostén mecanico de la planta, deben permitir que las raices tomen
aire y agua. Los materiales mas usados son la turba, el humus de lombriz, el

compost y la zeolita.

1.6 Desarrollo de las vitroplantas en condiciones de cultivo.
Sin dudas, en ultima instancia el aspecto que decide la factibilidad de la
aplicacion de la biotecnologia es el comportamiento del crecimiento y desarrollo

las vitroplantas en condiciones de cultivo.

Son de esperar de acuerdo a las ventajas que se le atribuyen a la
micropropagacion, incrementos en los rendimientos debido al rejuvenecimiento
y al saneamiento y a la uniformidad de las plantas producidas. El analisis del
crecimiento de las plantas obtenidas por cultivo in vitro debe constituir una

herramienta eficaz para comprobar las ventajas antes sefialadas.

1.6.1 Anélisis del crecimiento.

Caso (1980) plantea que durante mucho tiempo los fitofisidlogos de distintos
paises trataron de encontrar una ley Unica que permitiese expresar, en forma
matemdtica, el incremento de masa o volumen de un sistema en crecimiento.
Se suponia que, en caso de hallarse dicha expresion matematica, seria posible
predecir el crecimiento final, o sea el posible rendimiento de una planta o
cultivo. Este mismo autor continda planteando que la busqueda de esa ley ha
sido infructuosa ya que el crecimiento es el resultado de reacciones muy
complejas del metabolismo, sujetas a controles en diferentes niveles
(intracelular, extracelular, intercelular) y que depende de diferentes substratos

(O3, H20, COg, nutrientes minerales).

Es posible analizar matematicamente el crecimiento de todo 6rgano, individuo,
colonia o poblacion y expresar el aumento en forma de peso, volumen, altura,

etcétera.



27

Al representar el tamafio de un individuo en un sistema de coordenadas en
funcién del tiempo, se obtiene una curva de forma sigmoidea. Armas y col.

(1988) sefalan que estas curvas son expresion del crecimiento en general.

Las caracteristicas de las tres fases en que se divide toda curva sigmoidea del

crecimiento son:

Fase 1 — El aumento se produce en forma exponencial, o sea en una
progresion geométrica. Durante esta fase el crecimiento ocurre con la maxima

intensidad, virtualmente no limitado por los factores externos.

Fase 2 — Se caracteriza porque a periodos iguales de tiempo corresponden
aumentos iguales de crecimiento, sin que importe el tamafio del sistema
considerado. Esta fase se denomina lineal o rectilinea y es caracteristica de los

aumentos de longitud, volumen, peso, etc.

Fase 3 — Se caracteriza por un crecimiento desacelerado, en su transcurso el
sistema se vuelve cada vez menos efectivo hasta que cesa completamente. Se

le denomina también fase de envejecimiento o senescencia.

Las curvas del crecimiento que se obtienen experimentalmente pueden
representarse mediante una férmula matematica, es decir, mediante modelos
gue facilitan la realizacién de comparaciones entre los diversos materiales que
se estudian o las diferentes condiciones experimentales que afectan a ese

crecimiento (Barcel6 y col., 1982).

Armas y col. (1988) indican que en la actualidad se reconocen dos métodos de
calculo de los indices del crecimiento, denominando clasico al que utiliza los
valores medios de los indices y funcional o de regresion, al que emplea las

funciones matematicas para el ajuste de los datos y deriva los indices de estas.

Torres (1984) refiere que el método funcional, o de regresién, del andlisis del
crecimiento, ha sido criticado sobre la base, fundamentalmente, de criterios en

contra de la formulacidon de modelos del crecimiento.
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Necas (1965) citado por Torres ha planteado que el método clasico del analisis
del crecimiento, pudiera reservarse para estudios de naturaleza ecoldgica;
mientras que el funcional pudiera emplearse cuando se requiera tener una
vision general del fenomeno del desarrollo, como en el caso de los estudios

genéticos, de nutricion, etc.

Por otra parte, Hunt (1979) citado por Torres (1984) puntualizé6 una serie de
ventajas que se logran en el ajuste de las curvas del crecimiento por medio de

funciones matematicas; entre las que se pueden sefialar:

A. La comparacion equitativa de grupos de datos de origenes diferentes, pero
tratados de forma similar.

B. No resulta necesario realizar las diferentes suposiciones relacionadas con el
célculo de la tasa de asimilacion neta y la relacion de area foliar.

C. La informacion de todos los momentos de muestreo se tienen en cuenta
para el célculo de las variables que se deriven de las curvas del
crecimiento.

D. El procedimiento no depende de un gran numero de plantas y en cada
muestreo la cantidad de informacion a riesgo es minima.

E. La evaluacion de plantas con diferentes tratamientos que crezcan
simultdneamente, no tiene que estar sincronizada, ya que es factible la

comparacion por interpolacion.

1.7 Algunas aplicaciones del cultivo de tejidos a especies amenazadas
Son varias las motivaciones que inducen a los estudios para la aplicacion del

cultivo de tejidos y son varios los trabajos llevados a cabo con este fin.

Martin y Pérez (1992), reportan la multiplicacion in vitro de Limonium estevei
Fdez. Casas, especie clasificada como vulnerable con solo una poblacién
conocida y severamente amenazada por proyectos de urbanizacion, logrando
la micropropagacion a partir de segmentos nodales cultivados en el medio MS
con BAP solo o con AIB, logrando el enraizamiento en el medio MS sin

reguladores del crecimiento.
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Daquinta y col. (1998), reportan la morfogénesis in vitro de callos de flores
inmaduras y yemas del tallo floral de Dycka dystacha, bromelia ornamental de
lenta multiplicacion y en peligro de extincion, en el medio MS, con diferentes
concentraciones de picloran, logrando flores o brotes en dependencia de los

reguladores utilizados.

Ribas y col. (1998), inducen la formacibn de embriones sométicos de
Aspidosporma polyneuron Muell. Arg., arbol en peligro de extinciébn con
dificultades para propagarse por lo irregular de la fructificacién y lo dificil de
cosechar las semillas, a partir de embriones de semillas inoculadas en el medio

con 2,4 D, combinado o no con Kin, BAP o TDZ (Tidiazuron).

Morte y Honrubia (1996), describen un protocolo de micropropagacion para
Tetraclinis articulata, especie relicta, en el medio SH con 2,2 micro Moles de
BAP para yemas como explantes y 22 micro moles de BAP para cotiledones y
el enraizamiento en el mismo medio con 9,8 micro um de AIB y 10,7 pm de
ANA.

Morales y col. (1998), trabajan en el establecimiento de Diospyros
crassinervis (Krug y Urb) Standl, arbol tropical cuya madera tiene un alto valor
comercial, considerado en peligro de extincion por la reduccion de las

poblaciones.

1.8 Aplicaciones del cultivo de tejidos a especies forestales.

La aplicacion de los métodos convencionales de propagacion vegetativa de
especies forestales ha estado bastante limitada por la dificultad que presentan
la mayoria de estas, particularmente los individuos maduros o adultos, para
propagarse por estos medios, lo que se suma a la considerable elevacion de

los costos cuando se pretende propagarlos en proporciones comerciales.

En las especies forestales, la utilizacion de la propagacion via asexual para
garantizar el clonaje, se ha reducido al establecimiento de huertos semilleros

clonales a partir de la seleccion individual de arboles superiores
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fenotipicamente y en menor escala a la realizacion de ensayos clonales para
evaluar la aptitud recombinante o estimar la varianza genética. No obstante,
alrededor de 50 especies diferentes de plantas lefiosas han sido exitosamente

propagadas a escala industrial (Morris, 1990).

El uso de las técnicas de micropropagacion, fusiébn de protoplastos,
mutagénesis, cultivos de embriones o embriogénesis somatica, bien sea para
los planes de mejoramiento o de rescate de las especies forestales con
semillas recalcitrantes, constituyen las principales lineas de trabajo en los
altimos afios, por lo que en la actualidad se han iniciado programas de
investigacién con miras a la propagacion aséptica de especies forestales
lefiosas de importancia econdmica, que permitan obtener mayores cantidades
de plantulas mejoradas, a niveles econdémicos con una mayor uniformidad

genética.

Para Villalobos y Engelman (1995) la propagacién y conservacion in vitro de
especies con cierto grado de deterioro es determinante para los programas de

proteccion ex situ, mantenimiento de la diversidad biolégica y la reforestacion.

El alcance que puede lograr la biotecnologia aplicada a especies forestales
depende de su aplicacion conjunta con los programas de mejoramiento ya
existentes y que esté basado en conocimientos silvicolas basicos de las

especies de interés.

En Cuba estas actividades se encuentran en una etapa primaria de desarrollo,
por ser las que mas recientemente han comenzado, aunque ya se han
alcanzado algunos resultados bésicos relacionados fundamentalmente con las
técnicas de micropropagacion de Hibiscus elatus (Gil y col.1989), Eucalyptus
pellita (Noda,1998), Eucalyptus saligna (Garcia y col.1998), Eucalyptus
citriodora (Garcia y col.(1998), Eucalyptus grandis (Delgado y col. 1999).

En la actualidad se trabaja en poner a punto las tecnologias de
micropropagacion de Pinus caribaea var. caribaea, P. tropicalis, Swietenia

sp.y Cedrela odorata.
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P. caribaea var. caribaea es la especie que mas avanzado tiene su programa
de mejoramiento genético. Alvarez (1998) plantea que tal nivel de desarrollo ya
amerita el comienzo de la propagacion masiva in vitro para la aplicacion de los
principios de la silvicultura clonal mediante la cual se pueden aprovechar
simultdneamente las ventajas alcanzadas en la varianza genética aditiva por la
seleccién y el componente de la varianza genética no aditiva que escapa al
programa de mejoramiento, lo cual constituiria el objetivo inmediato de la

aplicacion de la biotecnologia en esta especie.
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2. Materialesy M étodos

La investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia de las Plantas
perteneciente a la Facultad de Agronomia y Forestal de la Universidad de

Pinar del Rio.

2.1 Obtencidn del explante

Como explantes se utilizaron segmentos nodales, obtenidos a partir de las

siguientes fuentes:

- Plantulas asépticas (obtenidas por la germinacion in vitro de semillas
desinfectadas con hipoclorito de sodio (NaOCI) al 1% de cloro activo).

- Brotes juveniles de plantas adultas en poblaciones naturales.

- Rebrotes emitidos de ramas lefiosas colocadas en recipientes con agua en

el Laboratorio, colectadas en las poblaciones naturales de la especie.

2.2 Establecimiento del cultivo aséptico

Teniendo en cuenta la alta susceptibilidad a la fenolizacion de los explantes, en
esta etapa se combinaron simultdneamente la desinfeccion superficial y el
control de la oxidacion fendlica, para cumplir estos objetivos se ensayaron los

siguientes procedimientos:

Procedimiento 1:

- Colecta del material en solucion de acido citrico 200 mg/L + acido ascoérbico
150 mg/L.

- Seccionado de los rebrotes en segmentos nodales.

- En el flujo laminar, desinfeccién con solucion de hipoclorito de sodio (NaOCI)
al 2% de cloro activo durante 20 minutos.

- Enjuagues con solucion estéril de Cisteina 25 mg/L .

Procedimiento 2:
- Colecta del material en solucion de Cisteina 25 mg/L .
- Desinfeccion con solucion de fungicida Benomil 0.5 g/L durante 30 minutos.

- Seccionado de los brotes en segmentos nodales.



33

- Desinfeccién con NaOCI al 2% de cloro activo durante 15 minutos.

- Inmersién en solucién de sacarosa al 2% + Polivinilpirrolidona (PVP) 2 g/L
durante 1 hora.

- En el flujo laminar, desinfeccion con solucién de bicloruro de mercurio (HgCl,)
a 0.1% durante 5 minutos.

- Cinco enjuagues con solucién estéril de Cisteina 25 mg/L .

Procedimiento 3:

- Pretratamiento a los rebrotes desde la colecta de las ramas con solucién de
oxicloruro de cobre 1% cada dos dias.

- Colecta del material en solucion de Cisteina 25 mg/L .

- Seccionado de los rebrotes en segmentos nodales.

- Desinfeccion con NaOCI al 1% de cloro activo durante 10 minutos.

- Inmersion en solucion de sacarosa al 2% + PVP 2 g/L durante 1 hora.

- En el flujo laminar, desinfeccibn con solucion HgCl, a 0,1% durante 4
minutos.

- Cinco enjuagues con solucion estéril de Cisteina 25 mg/L .

- Inmersion en solucion estéril de sacarosa al 2% + PVP 2 g/L durante 1 hora.

2.3 Medios de cultivo

En el establecimiento e induccion de la brotacion se utilizaron los medios de
cultivo Murashige y Skoog (1962) (MS) suplementados con vitaminas
Gamborg (1984) y sacarosa 3%. En estos se probo el efecto de la Cisteina y el
PVP como antioxidantes a diferentes concentraciones (Tabla 1) asi como
diferentes niveles de 6 — benzilaminopurina (BAP) (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,6 y 1,0
mg/L) para la induccion de la brotacion. El pH fue ajustado a 5,7 con hidréxido
de sodio NaOH o &cido clorhidrico HCI (1N).

Tabla 1. Antioxidantes empleados y concentraciones en los medios de cultivo.

Cisteina mg/L 25 50 75

PVP g/L 2 5 7

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).

Ademas se cuantificd el porcentaje de explantes que emitieron brotes por cada
concentracion de BAP afadida al medio de cultivo.

Como agente solidificante utilizé Agar Tipo E 5 g/L.

Los medios de cultivo se distribuyeron en tubos de ensayo con capacidad de
60 ml (15 ml/tubo) o en frascos con capacidad de 200 ml (25 ml/frasco) y se
esterilizaron en autoclave por 15 minutos a 120°C de temperatura y 1,5

atmosferas de presion.

2.4 Multiplicacion

Los segmentos nodales obtenidos a partir de plantas asépticas y de los brotes
inducidos en la etapa anterior se cultivaron en medios constituidos por las
sales del medio MS, suplementado con vitaminas Gamborg, 3% de sacarosa y
Cisteina 25 mg/L , pH 5,7, solidificado con agar Tipo E 5 g/L. Para definir el
balance hormonal mas adecuado para esta fase de multiplicacion se establecio
un disefio con tres niveles de BAP y cuatro niveles de acido indolacético (AlA)
(Tabla 2).

Tabla — 2 Disefio para determinar el balance hormonal mas eficaz para la

multiplicacién. (cada letra representa una variante o tratamiento)

AlLA
VARIANTES
mg/L 0 0.1 0.3 0.5
1 A D E F
B
15 B G H |
A
P
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En esta etapa se evaluo a las 6 semanas: Numero de brotes por explante.

Longitud de los brotes (mm).

Analisis biométrico: El experimento siguié un disefio completamente al azar con

analisis de varianza bifactorial (Factor 1 BAP, Factor 2 AlA), a través del
paquete estadistico Statistical Package for Social Science para Windows,
version 8, 1998 (SSPS) , para a= 5% y N=12.

2.5 Enraizamiento

Los brotes se individualizaron y se cultivaron en tubos de ensayos con soporte
de papel o en frascos sobre medio sélido. Se utiliz6 como medio base el WPM
(Lloyd & Mc Cown, 1981) a la mitad de la concentracion de las sales
complementado con vitaminas Gamborg, (1984), 1,5% de sacarosa y Cisteina
25 mg/L. Para la induccién del enraizamiento se probaron las siguientes

variantes hormonales :

Tabla 3 — Variantes hormonales probadas para inducir el enraizamiento.

Auxina Concentracion mg/L

Testigo Sin auxina

AlA 0,1 0,2 0,3 04 05 0,6 1,0
AIB 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 1,0

ANA 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 1,0

24D 0,1 0,2 0,3 1,0

AIB + ANA 0,1+0,1 0,2+0,2

En cada una de las variantes se probd la adicion o no de 1% de carbon

activado. El pH de los medios fue ajustado a 5,7.

El experimento se evaluo a través de la determinacion del porcentaje de brotes

enraizados en cada variante hormonal. Para el andlisis estadistico los valores

fueron transformados calculando la raiz cuadrada (\/ X).
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Andlisis biométrico: El experimento siguié un disefio completamente al azar con

andlisis de varianza simple, a través del paquete estadistico Statistical Package

for Social Science para Windows, version 8, 1998 (SPSS) , para a= 5% y N=20.

Condiciones fisicas del cultivo

Los cultivos se mantuvieron en camaras con temperaturas entre 23-27'C con
un fotoperiodo de 16 horas luz y una intensidad luminosa entre 3-4 kix obtenida

de lamparas fluorescentes .

2.6 Aclimatacion

La etapa post -in vitro se llevd a cabo en condiciones de umbraculo (malla
plastica 70% de sombreo) durante las primeras 4 semanas. Se utilizaron
plantulas enraizadas de P. salutare tanto en medio de cultivo liquido como
sdlido.

Se probaron dos condiciones ambientales para la aclimatacion:

a.- Con cobertor de nylon

b.- Sin cobertor de nylon

Antes de pasar al suelo, las raices de las vitroplantas fueron lavadas con agua
corriente para eliminar restos de medio de cultivo, ya que estos pueden
favorecer la ocurrencia de infecciones con microorganismos, con la

consiguiente mortalidad de las plantas.

La adaptacion se realizé en en bolsas de polietileno de 100 cm® de
capacidad. Se realizaron riegos con microaspersores cada dos horas durante

10 minutos en el periodo diurno.
Se probaron diferentes variantes de substratos, constituidos por mezclas de

suelo y materia organica en diferentes proporciones como se muestra en la

siguiente tabla.

Tabla 4. Diferentes substratos empleados en la adaptacion.
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Substrato Proporcion de la mezcla
Suelo 100 %
Suelo + Turba 4:1
Suelo + Humus de Lombriz 31 4:1
311

Suelo + Cachaza descompuesta

El cobertor de nylon se retir6 gradualmente a partir de la cuarta semana de

adaptacion durante una semana.

La adaptacion se evalud a las cinco semanas teniendo en cuenta el porcentaje
de supervivencia sobre cada substrato. Después de cuatro semanas de
retirado el nylon las plantas fueron trasladadas al vivero donde se efectud un

riego diario.

2.7 Comportamiento de las vitroplantas en vivero.
Para el estudio del efecto de los diferentes substratos utilizados (Tabla 4) se
evaluaron los parametros:

= Altura de la planta

= Longitud de la raiz

= Numero de hojas

Las mediciones se realizaron a las 16 y 26 semanas de estancia de las plantas

en vivero.

Andlisis biométrico: El experimento siguié un disefio completamente al azar con

andlisis de varianza simple, a través del paquete estadistico Statistical Package
for Social Science para Windows, versién 8 S de 1998 (SSPS) , para a= 5% y
N=20.
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2.8 Evaluacion de las vitroplantas en plantacion

Para la realizacion de estos estudios se estableci6 una plantacion de P
salutare con plantulas obtenidas por cultivo in vitro, en la propia area
experimental de campo del Laboratorio de Biotecnologia de las Plantas de la
Universidad de Pinar del Rio.

Los datos de la plantacion son los siguientes:

Ubicacién — Km. 6 Carretera a San Juan y Martinez, Pinar del Rio
Fecha de plantacion — Noviembre de 1994

Suelo — Ferralitico cuarcitico amarillo. (Hernandez, 1979)

Marco de plantacion —1 m x 1 m.

NUmero de plantas — 152

Al momento de la plantacién se midié la altura y el diametro de copa de cada
planta y cada individuo fue identificado con un numero. Las mediciones se
realizaron a partir del mes de mayo del afio 1995, con una periodicidad anual.

Las variables medidas fueron:

- altura de la Planta (metros) - diametro del Tallo (metros)

- diametro de Copa (metros) - produccion de Frutos (gramos)

La primera floracion ocurri6 en Mayo de 1995, en esta ocasion no se tuvo en
cuenta la produccion de frutos, debido al poco tiempo de establecida la
plantacion. Por esta razon la produccion de frutos se comenzé a contabilizar a

partir del afio 1996, o sea al afio y medio de edad.

La evaluacion se realiz6 sobre una muestra de 113 plantas ya que no se

consideraron los individuos que estaban en los bordes de la plantacion.
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2.8.1 Estudio de la correlacion entre las variables estudiadas
Se determinaron las correlaciones entre todas las variables en estudio a través
de la determinacién del coeficiente de correlacién de Pearson. Este estadigrafo

permite estudiar la fuerza de la asociacion lineal entre dos variables.

2.8.2 Estimacion de la produccién de frutos a partir del las variables del
crecimiento.

Se probd la utilizacion de un modelo de regresion lineal multiple con las
variables independientes altura de la planta, diametro de copa y didmetro del
tallo. Se tuvo en cuenta la existencia 0 no de multicolinealidad entre las

variables independientes.

Para la obtencién del modelo de regresion se utilizé el método “stepwise” del
procedimiento de regresion del paquete estadistico Statistical Package for
Social Science para Windows version 8, 1998 (SPSS). Este método comienza
el proceso incluyendo como primera variable independiente aquella cuyo
coeficiente de correlacion en valor absoluto con la variable dependiente sea
mayor, siempre y cuando el coeficiente de regresién correspondiente a dicha
variable tenga un nivel de significacion menor que el indicado, que por defecto
es 0,05. En el segundo paso, se introduce en la ecuacion la variable con
mayor correlacion parcial con la variable dependiente. Si en alguno de los
pasos el coeficiente de regresion de alguna de las variables ya introducidas en
la ecuacion tiene un nivel de significacion mayor que 0,1, que suele ser el nivel

de exclusion, la variable se elimina.

2.8.3 Analisis del crecimiento en plantacién de las vitroplantas de P.
salutare

El método funcional fue empleado para estudiar el crecimiento de la altura, el
diametro de copa, diametro del tallo y la produccion de frutos. La dindmica del
crecimiento de cada una de las variables se ajusté a ocho funciones

matematicas (Tabla 5) por medio del andlisis de regresion.

Se tomé como variable independiente la edad de las plantas y como

independientes las demas variables.
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Tabla 5. Funciones matematicas probadas en el ajuste de la dinamica del crecimiento.

Funcion Ecuacion
Lineal LIN  Y=bo+ (b *t)
Logaritmico LOG Y =bg+ (by *In(t))
Cuadrético CUA Y =Dy + (by*t) + (by * t**2)
Clubico CUB Y =bg+ (by *t) + (b, * t**2) + (b3 * t**3)
Compound COM Y =bg * (by**t)
Potencia de tiempo POW Y =bg * (t**b,)
Exponencial polinémica GRO Y =e**(bg + (b1*))
Exponencial EXP Y =D * (e**(by * 1))

La eleccion de la funcion que mejor represento la asociacion entre la edad y el
crecimiento se realizé en base al valor del coeficiente de determinacion (R?). Se
tuvo en cuenta también que, el modelo de regresion tiene valor cientifico si es
significativa la F, correspondiente al modelo global (F< 0,05), y son

significativos los coeficientes de regresion ( T < 0,05).

Para la seleccion del modelo se tuvo en cuenta también el analisis de los

residuales.
Tanto para el estudio de la correlacion como para el analisis de regresion se
utilizé el paquete estadistico Statistical Package for Social Science para

Windows, version 8 S de 1998 (SSPS).

indices del crecimiento

Se calcularon para cada variable:
= Incremento del material vegetal por unidad de tiempo (Tasa Absoluta de

crecimiento. TAC)

Tac = 3
ot



41

= Incremento del material vegetal por unidad de material vegetal presente, por

unidad de tiempo (Tasa Relativa de Crecimiento TRC)

TRC= L%
P dt

2.8.4 Determinacion de la variabilidad de las vitroplantas en plantacién a
partir de los parametros morfologicos.

Para comprobar el comportamiento de la variabilidad desde el punto de vista
morfologico de las vitroplantas en plantacién se llevo a cabo un analisis de
discriminantes. Para el estudio se utilizd el paquete estadistico Statistical

Package for Social Science para Windows, version 8 S de 1998 (SSPS).

Este analisis permite determinar la pertenencia de cada planta a un grupo en
funcion de las variables disponibles, en este caso, la altura, el diametro de
copa, el diametro del tallo y la produccion de frutos de cada planta. Para la
clasificacion se consideraron como grupos los afios de evaluacién o sea la

edad de las plantas.

Las funciones discriminantes se obtuvieron a partir de la combinacion lineal de
las variables sefialadas anteriormente, a través de éstas funciones se pudo
explicar la pertenencia de cada caso a un grupo u otro, por otra parte el poder
discriminante de cada variable se obtuvo a partir del valor los coeficientes

estandarizados.
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3. Resultadosy Discusion

3.1 Laobtencién del explante

La fuente de explantes para el cultivo in vitro del Psidium salutare (HBK) Berg
estuvo determinado por las posibilidades de poder acceder a una fuente
estable de donantes, inicialmente sélo se contaba con individuos de la especie
en las poblaciones naturales, la utilizacibn de explantes colectados
directamente de estas plantas fue muy poco satisfactorio debido a la pérdida de

la mayor parte de este material vegetal por fenolizacién y por contaminacion.

Por esto fue necesario probar otras fuentes de explantes que favorecieran el
establecimiento del cultivo aséptico, asi se llego a la obtencién de rebrotes a
partir de ramas lefilosas colocadas en agua (Figura 5) que permitié contar con
material vegetal rejuvenecido muy favorable para el cultivo de tejidos ademas
de que se pudo establecer un buen control fitosanitario sobre los mismos,
aspecto que como sefala Leifert y col. (1997) determinan la eficacia del
proceso de desinfeccion asi como del cultivo in vitro. Resultado similar reporta
Haraguchi (1998) para la obtencion de explantes de Zelkova serrata a partir de

arboles de entre 500 y 800 afios de edad

Figura 5 — Rebrotes de P. Salutare utilizados como fuente de explantes.
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La utilizacion de plantulas asépticas como fuente de explantes aunque resulta
muy util, pues se eliminan los efectos indeseables de la contaminacion, estuvo
muy limitado ya que menos del 10 por ciento de las semillas germinaron in vitro
tardando hasta siete meses en germinar ademas, al no contar con semillas

genéticamente confiables, se desconoce el potencial del material a propagar.

3.2- Establecimiento del cultivo aséptico

3.2.1- Desinfeccion — Control de la fenolizacién

La contaminacion y fenolizaciébn de los explantes son procesos dificiles de
evitar, el primero de estos estd condicionado por la presencia de
“contaminantes” superficiales y enddgenos, hongos y o bacterias latentes en
los espacios inter - celulares, los cuales aparecen bajo las condiciones
ecologicas favorables del cultivo in vitro. Leifert y col. (1994) sefiala que
aungue en su mayoria son organismos saprofitos de la flora microbiana, limitan
la utilizacion del explante. En el caso de la fenolizacion ademas de estar
determinada por las caracteristicas de la especie y del propio explante, esta
muy influenciado por los productos habitualmente utilizados para la

desinfeccion del material vegetal.

El objetivo de esta etapa es lograr establecer cultivos asépticos,
fisiol6gicamente sanos y vigorosos para iniciar el proceso de multiplicacion.
Muchos procedimientos para el establecimiento han sido descritos, pero en el
caso de especies lefiosas se hace mas complejo pues deben combinar tanto la

desinfeccién superficial como el control de la fenolizacion del explante.

La evaluacion de los experimentos para el establecimiento in vitro de explantes
de guayabita del pinar se realizé a los siete dias después de inoculados los

explantes en el medio de cultivo de establecimiento.

Los resultados obtenidos revelaron que el origen del explante asi como, el
procedimiento de desinfeccion y control de la fenolizacion determinaron el
porcentaje de explantes contaminados, fenolizados y establecidos como puede

ser observado en la Tabla 6.
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Se comprob6 que la posibilidad de establecer material de campo es muy baja
ya que al estar expuestos los donantes a las condiciones ambientales tienen
una mayor presencia de contaminantes dificiles de eliminar durante los
procesos de desinfeccion. Ademas no fue posible aplicar tratamientos
fitosanitarios previos ya que no se contd con plantas cultivadas bajo
condiciones controladas como comUnmente se reporta en otros trabajos de

este tipo.

Tabla 6 - Porcentaje de explantes de P. salutare contaminados (C), fenolizados (F) y

establecidos (E) .

Procedimiento 1 | Procedimiento 2 | Procedimiento
(%) (%) 3 (%)

Fuente de explantes C F E C F E C F E

Rebrotes 10 85 5 67 61 33 |10 24 66

Brotes de campo 39 61 0 45 55 0 53 13,5 35

En cuanto a la efectividad de los procedimientos el andlisis de estos resultados
demostré que la desinfeccion con hipoclorito de sodio al 2% de cloro activo
durante 15 y 20 minutos proporcion6 una menor tasa de contaminacion pero
provoco un aumento considerable del nimero de explantes que se pierden por
fenolizacion y necrosis, 1o que demuestra el efecto dafiino que tienen estos
desinfectantes sobre los tejidos vegetales. Un andlisis similar se puede realizar
en cuanto al uso del bicloruro de mercurio, al comparar los procedimientos 2 y
3 donde se utiliza este desinfectante al 0,1% durante 5 minutos y al 0,05%

durante 4 minutos respectivamente.

Al respecto Mantovani, (1997) reporta que la desinfeccion de segmentos
nodales de Didymopanax morotottonii en hipoclorito de sodio durante 15y
20 minutos proporciona menores tasas de contaminacion, pero provoca la
necrosis de los tejidos provocando la muerte de los explantes. Camargo y

Pascual (1995) reportan que al utilizar hipoclorito de sodio durante 20 minutos
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para la desinfeccion de explantes de Bertholletia excelsa provoca la inhibicién

del crecimiento y la muerte de los explantes.

En el procedimiento numero 3 el porcentaje de explantes de campo
contaminados es ligeramente superior con respecto a lo obtenido en los dos
procedimientos anteriores pero disminuye significativamente el de explantes
fenolizados. En cuanto a los explantes provenientes de rebrotes el nivel de
contaminacion se mantiene bastante similar al de los procedimientos 1y 2 y se

reduce el porcentaje de explantes fenolizados.

El tratamiento previo en solucién de Benomyl en el procedimiento 2 contribuye
también a la disminucion de la contaminacion, pero de acuerdo a los
resultados obtenidos se comprobd una mayor efectividad de los fungicidas al

utilizarse para el control sanitario de los donantes en el procedimiento 3.

Los tratamientos fitosanitarios aplicados a los rebrotes influyo
significativamente en el menor porcentaje de contaminacion de estos explantes
aun al utilizar el procedimiento nidmero 3 donde se aplica la menor
concentracion de los desinfectantes asi como el menor tiempo de exposicion,

esto se puede explicar ya que se pudo partir de un donante mas sano.

Al respecto Haldeman y col. (1987) sefialan que la utilizacion de fungicidas de
contacto como el oxicloruro de cobre y los sistémicos como el Benomyl son
muy utilizados por presentar un amplio espectro de accién sobre los hongos de
naturaleza exégena y enddgena, los cuales no quedan expuestos a la accion

de los agentes utilizados durante la desinfeccion superficial de los explantes.

La oxidacion fendlica, aparece como consecuencia de los cortes durante la
preparacion de los explantes y de la accién de los desinfectantes sobre el tejido
dafiado, constituye un serio problema para la supervivencia de meristemos y
apices sobre todo de especies lefiosas. Estos compuestos oxidados son
altamente reactivos y fitotéxicos (Hu y Wang, 1983), lo cual resulta letal para

los explantes.
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La guayabita del pinar se caracteriza por un intenso proceso de oxidacion en
las zonas de corte, por esta razdn es necesario colectar los explantes e
inmediatamente sumergirlos en una solucién de cisteina, antioxidante con el
cual se logr6 aminorar la fenolizacion durante esta fase en comparacion a

cuando se emplea una solucién de &cido citrico y acido ascorbico.

Se comprob6 que la inmersién de los explantes en solucién de PVP (2 g/L) +
sacarosa (2%) durante una hora en el procedimiento 3 después del seccionado
de los brotes contribuyd a retener la oxidacion fendlica; este tratamiento
también es aplicado por Amin y Jaiswal (1987) en el establecimiento de
explantes de Psidium guajava pero con una concentracion de PVP de 5 g/L

durante 30 minutos.

Puchooa y col. (1998) al analizar la efectividad del PVP como antioxidante para
el establecimiento de yemas axilares de Rochetia boutoniana obtienen los
mejores resultados al aplicarlo en soluciones a una concentracion de 2 gl/L,

afirmando que altas concentraciones de este compuesto no fueron efectivas.

Durand — Creswell y col. (1985) comprueban que el uso del PVP en soluciones
retiene los fenoles y otros compuestos exudados por el explante, que
constituyen factores inhibidores de procesos morfogenéticos como el
enraizamiento. Muchos autores refieren usar estos antioxidantes pues inhiben
la actividad de la polifenoloxidasa la cual se encarga de oxidar los fenoles y

transformarlos a quinonas (Salisbury, 1994).

En los procedimientos 1 y 2 en los cuales se hizo menor énfasis en el control
de la oxidacion fendlica en el caso de los explantes cuyo origen son los
rebrotes mas del 50 por ciento estaban fenolizados al momento de la
evaluacion, en el caso de los obtenidos de brotes de campo la fenolizacién es
mayor ya que la mayoria de los explantes contaminados estaban ademas

fenolizados.
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Teniendo en cuenta los 2 objetivos principales de esta etapa, el procedimiento
3 resultdé ser el méas efectivo pues en él se logran los valores mas bajos de

contaminacion y oxidacion fendlica.

En cuanto al origen del explante se puede observar que los provenientes de
rebrotes muestran siempre un mayor porcentaje de establecimiento en
comparacion con el material proveniente de plantas adultas en el campo; o
cual esta relacionado con el estado de desarrollo del donante y la edad
fisiologica del explante los cuales son de gran influencia en el éxito del cultivo
in vitro (George y Sherrington,1984). Una ventaja de la utilizacion de rebrotes

es que se evade el efecto de la época de recoleccion de los explantes

3.3 Medio de cultivo

En el caso de los medios de cultivo utilizados durante esta primera etapa para
el establecimiento y la induccién de la brotacién, se comprobé que la variante
donde no se aplico ningun antioxidante la fenolizacién afecto al 100 por ciento
de los explantes. Los mejores resultados se obtuvieron en los medios donde se
adicion6 Cisteina, se comprobé que el efecto antioxidante de este compuesto
fue independiente a la concentracién utlizada decidiendose utilizar la

concentracion menor de las probadas, o sea 25 mg/L.

En este sentido de la Torre, (1994) reporta un resultado similar en el
establecimiento de explantes de Swietenia mahagoni. Santana y col. (1988)
reportan también una concentracion de 25 mg/L de Cisteina para el

establecimiento de explantes foliares de Coffea arabica.

El efecto del PVP en los medio de cultivo no tuvo una accion significativa en el
control de la fenolizacion. Resultados similares reportan Puchooa y col.(1998)
en el establecimiento de explantes de Rochetia boutoniana. Guevara y col.
(1992) obtienen los resultados mas bajos de establecimiento de explantes de

Cedrela tonduzii al usar 7 g/L de PVP en el medio de cultivo.
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3.3.1 Induccion de la brotacién

En el caso de los segmentos nodales de plantas asépticas no fue necesario
una etapa previa de induccion, por lo que fueron pasados directamente a la
fase de multiplicacion, esta respuesta se asocié a las caracteristicas juveniles
de este tipo de explante, entre ellas un nivel hormonal endégeno bajo y por

tanto una mayor capacidad de reaccién a la induccion morfogenética exdgena.

Lo contrario ocurri6 con los explantes de campo establecidos, estos no
respondieron a la induccion de la brotacion y pasadas cuatro semanas se

secaron por lo que fueron desechados.

En el caso de los segmentos nodales provenientes de rebrotes fue posible la
induccion en un 20 por ciento de los explantes inoculados inicialmente, lo cual
representd el 60 por ciento del total de los explantes establecidos (Tabla 7). La
brotacién solo ocurrié en presencia de BAP obteniéndose entre 1y 2 brotes por
explante que alcanzaron su mayor desarrollo a las seis semanas de iniciado el

cultivo.

Los resultados obtenidos demostraron la necesidad de una fuente exdgena de
citoquininas para la induccién de la brotacion. Krikorian, (1995) sefiala que la
etapa de induccion incluye la designaciéon 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, solo si el sistema es capaz de sintetizarlas,

de lo contrario seréa necesario su adicién al medio de cultivo.

Como se observa en la propia Tabla 7, se pudo inducir la brotacion solamente
en un rango de BAP entre 0.1 y 0.3 mg/L (Figura 6), a diferencia de otras
especies como Dydimopanax morottotonii , donde se logra la estimulacién
de la brotacién con concentraciones de BAP que van desde 0,01 hasta 10 mg/L
(Mantovani, 1997). En el caso de P. salutare concentraciones de esta
citoquinina superiores a 0,3 mg/L indujeron la formacion de callo en la zona de

abscisién de la hoja lo que impidio6 el desarrollo del brote.
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Tabla 7 - Porcentaje de explantes de Psidium salutare (HBK) Berg que emitieron

brotes.

Concentracion de BAP (mg/L) Segmentos Nodal es con Brotes (%)

0 0
0,1 12
0,2 80
0,3 7
0,6 formacién decallo
1,0 formacion de callo

Figura 6 — Brotes inducidos in vitro en medio con BAP 0,1 mg/L (detalle), a las dos

semanas de cultivo.

La mejor respuesta de los explantes de rebrote en relacion a los de campo
debié estar asociada al rejuvenecimiento del material. Al respecto Jiménez
(1998) sefala que a medida que es mas joven y menos diferenciado el tejido
que se va a implantar, mejor serd la respuesta in vitro. Hammat, (1992) plantea
gue la dificultad durante esta fase se centra en romper el estado de
guiescencia de las yemas axilares, lo cual en muchos casos no es posible,
pues depende de la época o estacion del afio en que es tomado el explante y
del estado fisiolégico y por consiguiente del balance hormonal endégeno. Otro

factor determinante es el envejecimiento fisiologico (Franclet y col., 1987), que
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dificulta seriamente la manipulacion del material adulto in vitro debido a

alteraciones y modificaciones dependientes de la edad de la planta.

3.4- Multiplicacién

La multiplicaciéon se llevd a cabo con segmentos nodales obtenidos de
plantulas asépticas y de brotes obtenidos durante la etapa anterior de induccion
de la brotacion. Para el disefio del experimento se tuvo en cuenta que para
concentraciones de BAP inferiores a 1 mg/L la tasa de multiplicacion se
comporta muy baja pues fue inferior a tres brotes por explante; por otra parte
una concentracion de BAP superior a 2 mg/L provoca la formacién de callo

sobre todo el explante.

La formacion de nuevos brotes se indujo en todas las variantes hormonales
probadas, existiendo diferencias en cuanto al inicio de la brotacion en funcion
del origen del explante. Los tomados de plantas asépticas inician la brotaciéon a
los siete dias y los tomados de rebrotes, durante el primer subcultivo, a las dos
semanas aproximadamente, posteriormente se comportaron igual que los
primeros, esta respuesta debi6 estar asociada tanto a la propia edad fisiolégica

como al nivel hormonal end6geno de los explantes.

El analisis de varianza multifactorial reveld significacion estadistica para los
efectos de las concentraciones de BAP y AIA analizados, asi como a la
interaccion de estos dos factores sobre el nimero y la longitud de los brotes

formados.

En la Figura 7 se puede observar que en las variantes donde solo se adicion6
BAP al medio de cultivo (variantes A, B, y C), el nUmero de brotes inducidos fue
significativamente inferior a los tratamientos donde se combinaron el BAP y el
AlA.

En el caso del P. salutare de forma general se obtienen los mejores resultados

en cuanto a este parametro y con este tipo de explante en las variantes H e |
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con un balance BAP — AIA de 1,5 mg/L — 0,3 mg/L y 1,5 mg/L — 0,5 mg/L

respectivamente.
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Figura 7 - Numero promedio de brotes por explante provenientes de plantulas
asépticas en cada variante hormonal.
Barras vertical es representan el error estandar

Letrasiguales no difieren entre s aun nivel ddl 5% de significacién parala prueba de Duncan.

Muchos autores sefalan que la combinacion de ambos tipos de hormonas
(citoquininas y auxinas) son necesarias para inducir un mayor numero de
brotes. Ajisthkumar y Seeni (1998) reportan que la propagacién clonal in vitro
de Aegle marmelos so6lo fue posible cuando se combind BAP y AIA,
induciendo la brotacion con un balance de 2,5 mg/L + 1,0 mg/L

respectivamente con 12,1 brotes por explante.

Se comprob6 también que el balance y la concentracion hormonal ejercen un
efecto significativo sobre el crecimiento de los brotes, como se puede observar

en la Figura 8 las variantes donde los brotes alcanzan una menor longitud son
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las que tienen BAP 2 mg/L , seguidos por los medios donde no se adiciono AlA,
por lo que se puede plantear que la presencia de esta auxina tuvo un efecto

estimulante sobre el desarrollo de los brotes.
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Figura 8 — Longitud promedio de los brotes provenientes de explantes de plantulas
asépticas en cada variante hormonal.
Barras vertical es representan €l error estandar

Letrasiguales no difieren entre si aun nivel del 5% de significacion parala prueba de Duncan

Segun Debergh y Read (1991) el alargamiento de los brotes y la reduccion de
los efectos residuales de las citoquininas, pueden ser rebasados con la
utilizacion de reguladores del crecimiento del grupo de las giberelinas y las
auxinas asi como, con la adicion al medio de cultivo de carbén activado. El uso
combinado de BAP y ANA proporciona las mejores tasas de multiplicacion y
también un mayor crecimiento de los brotes de algunas especies del género
Eucalyptus (Pinedoy col., 1990).

Inicialmente, como en la variante H se obtuvo el mayor numero de brotes por

explante asi como que es una de las dos variantes donde se alcanzé una
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mayor longitud de los mismos, se elijié este medio para ser utilizado en la

micropropagacion a partir de segmentos nodales de plantas asépticas.

Los subcultivos sobre este medio fueron satisfactorios 0 sea mantuvieron una
tasa de multiplicacion de 5,5 a 6,5 brotes por explante y una longitud de 20 a
25 mm hasta el cuarto subcultivo. A partir de este momento aparece una
multiplicacion muy intensa de hasta 50 brotes por explante con la formaciéon de
brotes anormales con hojas muy pequefias y con muy poco desarrollo en
longitud, que surgieron de una estructura en forma de callo en la base de los
explantes. Pinto y Avello (1994) reportan también la formacion de brotes
anormales y de menor tamafio sobre segmentos nodales de Kielmeyera

coriacea con concentraciones de BAP por encima de 8 mg/L.

Mantovani (1997) trabajando en la multiplicacion de Didimopanax
morotottonii comprueba que una concentracion de BAP de 10 mg/L provoca
la formacién de brotaciones atipicas, con entrenudos cortos, hojas curvadas,
quebradizas y de tamafio reducido. Segun Ziv, (1991) estos sintomas son
provocados por desordenes fisioldgicos, denominados como vitrificacion, que
ocurren frecuentemente en el cultivo de muchas especies in vitro y son

atribuidas principalmente a un exceso de citoquininas en los medios de cultivo.

En este tipo de brotes debido a su origen es posible la aparicion de variantes
somaclonales por lo que de este material no se continuaron realizando los
subcultivos. Al respecto Peschke y Phillips (1992) sefialan que: aunque durante
la fase de multiplicacion se trata de mantener o incrementar el nivel de
produccion de brotes por el incremento de los niveles de citoquininas, es
preferible optar por una menor tasa de multiplicacion usando bajos niveles de
este tipo de hormonas ya que un incremento puede provocar cambios

genéticos.

Teniendo en cuenta lo anterior se eligié la variante D como la mas factible para
la multiplicacion aunque se obtuviera un menor numero de brotes (4,6) por

explantes. Sobre este medio de cultivo se alcanzaron los mejores resultados en



Resultados y Discusion 54

cuanto a la estabilidad de la multiplicacién, crecimiento y calidad de los brotes

de P. salutare durante 12 subcultivos.

En relacion a la respuesta obtenida del material proveniente de rebrotes, en la
Figura 9 se puede observar que en las variantes donde solo se adicion6 BAP
se obtuvieron los valores mas bajos de multiplicacion, respuesta similar a la

obtenida de los explantes provenientes de plantulas asépticas.
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Figura 9 - Nimero promedio de brotes por explante provenientes de rebrotes en cada

variante hormonal.
Barras verticales representan €l error estandar
Letrasiguales no difieren entre s aun nivel del 5% de significacién parala prueba de Duncan.

Por lo contrario la mayor tasa de multiplicacién desde el principio se obtuvo en
el tratamiento D (BAP 1 mg/L y AlA 0,1 mg/L); en las variantes con 2 mg/L de

BAP ocurrio la formacion de callo basal, presentandose la menor brotacién por

explante.
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En cuanto al parametro desarrollo de los brotes (Figura 10), para este tipo de
explante se alcanzan los mejores resultados también en la variante D (Figura
11), al igual que en el caso de la multiplicacion, los valores mas bajos se
obtuvieron en los tratamientos con 2 mg/L de BAP (C,J,K y L) respuesta que se
atribuyé al nivel hormonal enddégeno que por su origen presentan estos
explantes.
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Figura 10 - Longitud promedio de brotes provenientes de rebrotes en cada variante
hormonal.

Barras vertical es representan €l error estandar
Letrasiguales no difieren entre s aun nivel del 5% de significacién parala prueba de Duncan.

El tiempo 6ptimo entre subcultivos se mantuvo similar, seis semanas, al igual
gue cuando se emplearon explantes provenientes de plantas asépticas, pero a
partir del sexto subcultivo la tasa de multiplicacion desciende bruscamente a
menos de tres brotes por explante y estos no alcanzan mas de 1 cm

caracterizandose ademas por presentar una coloracién amarillenta.
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Figura 11 — Aspecto de la brotacién sobre la variante D (BAP 1mg/L y AIA 0,1 mg/L) alas 4
semanas de cultivo.

Muchos autores plantean que algunos tipos de explantes muestran un alto

potencial regenerativo al inicio de los cultivos declinando a través de los
subcultivos. Esto puede estar provocado segun Narayanaswamy, (1977)
debido a la toxicidad causada por un exceso de reguladores del crecimiento en
el medio de cultivo o por la exposicion durante un prolongado periodo de
tiempo de los cultivos a estos reguladores, ocasionando alteraciones genéticas,
fisiologicas y morfolégicas que resultan en una reduccion de la tasa de

multiplicacion.

Orellana, (1998) plantea que el principal problema de multiplicar los explantes
durante muchos ciclos de propagacion, esta relacionado con el aumento de la
frecuencia de aparicion de variantes somaclonales, mayor a medida que se

hacen mas subcultivos.

Las variaciones mas comunes son poliploidia, aneuploidia y aberraciones
cromosomicas. En la actualidad los programas de propagaciéon masiva de
especies por multiplicacion, solo de yemas axilares, se aplica el principio de no
prolongar mucho los cultivos in vitro, aun siendo estos métodos de
regeneracion los que deben tener la mayor estabilidad genética. En el cultivo
de Solanum tuberosum se ha encontrado que largos periodos de propagacion

provocan variabilidad y se recomienda cambiar todos los afios los meristemos.
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En el género Musa, una de las medidas para mantener la estabilidad genética

es no producir mas de 5 000 vitroplantas por explante (Pérez Ponce, 1998).

3.5- Enraizamiento
La evaluacion del enraizamiento de los brotes obtenidos de la multiplicacién arroj6
como resultado que, en todos los tratamientos se indujo la emision de raices,

variando el porcentaje en cada caso segun puede observarse en la Tabla 8.

De acuerdo a los resultados obtenidos se demostro la necesidad de una fuente
exdgena de auxinas para el enraizamiento de los brotes, de forma general las
mas usadas en esta fase son el ANA, AIB, AlA 'y 2-4D, en el 53%, 29%, 11% y

3,6% de los medios de cultivo respectivamente (Orellana, 1998).

Los mejores resultados correspondieron a los tratamientos donde se empled AlB
0,2 mg/L + ANA 0,2 mg/L (90%) , ANA 0,2 mg/L (86,3%) y 2,4 D 0,1 (85,16%) y
los valores mas bajos de induccion se produjeron en los tratamientos que

contenian AlA 'y AIB.

Tabla 8 - Porcentaje de brotes enraizados en las diferentes variantes
Letrasiguales no difieren entre si aun nivel del 5% de significacion parala prueba de Duncan.

Media Valores Error %Enraizamiento Valores
mg/L Transformados estantar Retransformados
0.1 5,96 e ,007 35,53
0.2 7,21c ,007 51,99
AlA 0.3 8,08b ,161 65,28
0.4 7,83 bc ,118 61,30
0.5 7,82 bc ,046 61,16
0.6 591e ,098 34,98
Concentracién superior, formacion de callo basal
0.1 6,89 cd ,021 47,49
AIB 0.2 7,30 c ,099 53,31
0.3 7,85 bc ,042 61,66
0.4 7,12 c ,084 50,65
Concentracion superior, formacion de callo basal
0.1 8,46 b ,073 71,55
ANA 0.2 9,29 a ,078 86,28
0.3 7,48 c ,102 55,97
0.4 7,59 c ,058 57,65
Concentracion superior, formacion de callo basal
0.1 9,23 ab ,024 85,16
2-4D 0.2 8,14 b ,041 66,32
0.3 6,63d , 116 43,97
Concentracion superior, formacion de callo basal
AIB+ANA 0.1+0.1 8,60b ,058 73,99

0.2+0.2 9,50 a ,018 90,33
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El AIB en concentraciones de 0,1 a 10 mg/L o la combinacion de diferentes
auxinas o someter a los tejidos a altas concentraciones (120 mg/L) durante 10
0 12 horas ha dado buenos resultados. Algunas veces las bajas
concentraciones de citoquininas (0,01 — 0,1 mg/L) benefician la formacion de
raices. Altas concentraciones de auxinas inducen una excesiva formacion de
callos y la senescencia de los brotes (Boulay, 1985). Rancillac, (1979)
trabajando con Pinus pinaster encontr6 que altas concentraciones de ANA
inducen la formacion de muchas raices en la base de los brotes, pero induce
también la formacion de callo, lo cual impide el establecimiento de la conexion

vascular entre la raiz y el brote.

En cuanto a la concentracion de auxina Villalobos (1990) recomienda AlA 'y
AIB en rangos desde 0,1 — 10 mg/L, siendo 0,25 — 3 mg/L los valores medios.
Lakshmi y col. (1986) reportan que en Eucalyptus grandis se probaron
concentraciones de ANA y AIB en un rango de 0,5 a 2,0 mg/L obteniendo que
las bajas concentraciones de ANA produjeron pocos o ningun callo basal y
promovieron el enraizamiento. En esta misma especie Major y col.(1995)
utilizaron 1g/L de AIB para inducir el enraizamiento, en cambio, Agramonte y

col. (1998) reportan el enraizamiento al utilizar 0,5 mg/L de AlA.

En cuanto al efecto de estas hormonas sobre la rizogénesis de brotes de P.
salutare se comprobd que existen diferencias en cuanto al efecto de éstas
sobre el porcentaje de brotes enraizados, y para cada una hubo un rango de
concentracion donde se logré inducir el enraizamiento por encima del cual
apareci6 la formacion de callo basal y raices deformadas (Tabla 8). EI mejor
resultado al combinar ANA y AIB (Figura 12) debi6 estar relacionado al efecto
sinérgico sobre la morfogénesis de raices al actuar simultineamente ambas
auxinas. Resultados similares obtiene Noda, (1999) en el enraizamiento de

brotes de Eucaliptus pellita con 0,2 mg/L de AlA'y 0,2 mg/L de AIB.

Se comprob6 que en los medios donde no se adicioné carbdn activado
aparecié la formacion de callo basal cualquiera fuera la concentracién de
auxina empleada. Krikorian (1995) sefiala que la adicién de carbén activado al

medio absorbe los excesos de hormonas y otros compuestos favoreciendo el
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enraizamiento. Segun Fridborg y col. 1978 este producto estimula la
embriogénesis somética y el enraizamiento. Margara (1988) plantea que ejerce
un efecto favorable sobre el crecimiento debido a la absorcién de sustancias

inhibitorias exudadas por el explante.

En relacién al empleo de las sales minerales, Wang y Hu (1983), recomiendan
disminuir la concentracion de las sales de los medios de cultivo para inducir un
abundante enraizamiento, el procedimiento mas empleado es la reduccion de
las sales a la mitad, ya que una mayor reduccidén provocaria el agotamiento

temprano de las mismas, lo que frenaria el desarrollo de las plantas.

Con el empleo de las sales minerales del WPM a la mitad de la concentraciéon
se logra un buen enraizamiento y desarrollo de los brotes de Guayabita del
Pinar; en cuanto a la consistencia del medio de cultivo, liquidos con soportes de
papel de filtro o sélidos, no tuvo influencia sobre la rizogénesis aunque en este
caso es preferible el medio en estado liquido pues se ahorra agar que encarece los
costos por concepto de medios de cultivo en un 90% (Pérez Ponce, 1998), ademas
la raiz se dafia menos al ser extraida del tubo y llevada a la bolsa para su

aclimatacion.

al b

Figura 12 — a) Brotes en la face de enraizamiento a las tres semanas en medio con
ANA 0,2 mg/L y AIB 0,2 mg/L. b) planta enraizada después de 6 semanas de cultivo.
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3.6- Aclimatacion de las plantulas regeneradas in vitro

El éxito de la propagacion in vitro radica en lograr la aclimatacion de las
vitroplantas a las condiciones ambientales. Durante esta etapa se produce un
retorno gradual al funcionamiento autotréfico de las vitroplantas asi como la
recuperacion de las caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas normales, en la
misma las plantulas sufren un estrés provocado por el cambio de las
condiciones de humedad y temperatura, por lo que la transferencia debe

realizarse de forma gradual.

El mayor porcentaje de sobrevivencia (75 por ciento) de vitroplantas de
Psidium salutare (HBK) Berg se logré cuando estas fueron mantenidas
durante las primeras cuatro semanas después de la transferencia a suelo en
umbréaculo, protegidas con un cobertor de polietileno transparente y efectuando
riegos con microaspersores cada dos horas durante el periodo diurno. Esto
permiti6 mantener una elevada humedad relativa asi como una reduccion de la

iluminacion.

Bajo umbraculo, pero sin la utlizaciéon del cobertor de polietileno transparente,

la mortalidad fue superior al 90 por ciento.

No se observaron diferencias en la sobrevivencia entre vitroplantas
provenientes de medio de enraizamiento liquido o soélido. Geada (1999) si
encontraron diferencias en el porcentaje de plantas adaptadas en funcién de la

edad de las vitroplantas.

La sobrevivencia de las vitroplantas regeneradas durante el periodo de
adaptacion depende fundamentalmente de las peculiaridades fisioldgicas,
estructurales y anatomicas que las plantulas presentan producto al desarrollo in
vitro , lo cual permite una elevada humedad relativa en el interior de los frascos,
baja intensidad luminosa, bajo intercambio gaseoso, abundante disponibilidad
de nutrientes y carbono (generalmente en forma de sacarosa) y una pequeia
variacion de temperatura en un rango considerado 6éptimo para el cultivo
(Preece y Sutter, 1991; Teixeira, 1995).
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Entre los principales problemas que presentan las vitroplantas se encuentran:
ineficiencia fotosintética debido a los bajos contenidos de pigmentos del
aparato fotosintético y el desarrollo de cloroplastos con granas desorganizadas
(Inoue y col.,1990; Preece & Sutter, 1991); capacidad reducida de formar
cuticulas cerosas (Amar y col., 1995), estomas poco funcionales debido a la
alteracion en la forma de las células oclusivas (Ziv, 1991); ineficiencia de los
tejidos de sustento debido a la reducida presencia de colénquima y
esclerénquima (Preece & Sutter, 1991); absorcion y transporte de agua
ineficiente debido a una conexion vascular incompleta o deficiente entre la raiz

y el brote.

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 la micropropagacion.

Se pudo comprobar que, el efecto de las caracteristicas de los substratos
utilizados sobre el porcentaje de vitroplantas de P salutare sobrevivientes
durante estas cuatro primeras semanas de la adaptacién no fue significativo.
Se considera que estos resultados se debieron a que en general los substratos
utilizados en este experimento se caracterizaron por tener una buena
estructura, permeabilidad y aireacibn o sea poseian caracteristicas fisicas,

guimicas y biologicas adecuadas.

De acuerdo a los resultados obtenidos la aclimatacion de vitroplantas de P
salutare se logré en un periodo de cinco semanas, el control de los factores
ambientales es el aspecto de mayor importancia durante esta etapa, de estos,
el que mas influy6 en el éxito de la aclimatacion de vitroplantas de P salutare
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 absorcién de agua.
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Un elemento climéatico que no debe soslayarse es la temperatura, ya que
debido al uso del cobertor de polietileno, éstas pueden alcanzar valores
extremos muy elevados. Las condiciones de iluminacion no limitaron la
adaptacion, esto estd dado por que, todavia en esta etapa la acumulacion de
masa seca no es intensa y predominan la divisiobn, alargamiento y

diferenciacion celular.

De hecho, solo se adaptaran a las nuevas condiciones las vitroplantas, si
respiran lo menos posible y no agotan las reservas que poseen antes de que
se autoabastezcan de fotoasimilatos 0 sea que logren un funcionamiento

autotrofico.

La permanencia en el umbraculo durante cuatro semanas de las plantas,
permitié una adaptacion gradual a condiciones ambientales menos controladas.
Durante esta etapa el riego se efectud solo una vez al dia, ademas hay mayor
iluminacion, mayor temperatura y la humedad relativa es significativamente
menor. Esta etapa preparé la plantas desde el punto de vista fisiologico y

morfolégico para enfrentar el posterior desarrollo en vivero.

3.7 Comportamiento de las vitroplantas en vivero.

Substrato

En este estudio se comprobd que las caracteristicas de los substratos tuvieron
un efecto significativo sobre el desarrollo de las vitroplantas en vivero. En
general cuando solo se utilizo suelo, el desarrollo de las plantas fue inferior en
comparacion con los substratos constituidos por mezclas de suelo con materia

organica. (Tabla 9)

Se considera que estos resultados se debieron a la mejor estructura,
permeabilidad y aireacion que le confiere al substrato la materia organica,
caracteristicas que permiten un adecuado desarrollo de las raices, lo que
implica una mejor absorcion de nutrientes y por tanto una mayor calidad de la

planta.
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Los mejores resultados en el desarrollo alcanzado en altura, longitud de las raiz
y nimero de hojas de las plantas se obtuvo en los substratos constituidos por
mezclas de suelo y humus de lombriz, tanto a las 16 como a las 26 semanas

de iniciada esta etapa de vivero.

La mayoria de los protocolos para la aclimatacion de vitroplantas utilizan
mezclas ya sean de materia organica o de ésta con zeolita u otros
componentes. Pérez Ponce y col. (1999) reportan como mejores substratos en
un estudio llevado a cabo para evaluar el comportamiento de vitroplantas de
cafa y bananos, los constituidos por humus de lombriz y zeolita. Con respecto
al humus, es considerado el abono organico mas completo e integral que se
conoce, de facil manejo y obtencion. En dependencia de los componentes
empleados para su produccion, se han comprobado que existen diferencias en
la sobrevivencia de las vitroplantas con valores elevados que oscilan entre el
80% vy el 98,4%.

En la actualidad existe la tendencia a la utilizacién de substratos organicos para
la adaptacion de vitroplantas, en general se sefialan como los de mejores
resultados el humus de lombriz y el compost. Un componente muy utilizado
también es la zeolita, de la que se sefiala, que es capaz de retener agua

utilizable por la planta.

En el caso de la guayabita del pinar los resultados de la utilizacion de
substratos organicos solamente no ha sido factible, las plantas que se han
logrado adaptar en estos substratos presentaron signos evidentes de una mala

nutricion después de las primeras semanas de la adaptacion.

En otras especies lefiosas ha sido posible la utilizacién de estos substratos, asi
Delgado y col., (1999) reportan la aclimatacion de vitroplantas de Eucalyptus
grandis en un substrato formado por una mezcla de casting y zeolita logrando

un 80% de sobrevivencia.
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En el caso de P. salutare Pdez y col. (1999) han logrado estimular el desarrollo
de las vitroplantas durante la fase de adaptacion inoculando cepas puras o
mezcladas de micorrizas lo que se ha expresado en un mayor crecimiento del
tallo y de la raiz asi como un mayor niumero de hojas destacandose las

asociaciones de especies micorrizicas del género Glomus.

Edad

La determinacion del tiempo en vivero antes de ser llevadas las posturas a la
plantacion es un aspecto de gran interés en aras optimizar el cultivo de
cualquier especie. La magnitud de este periodo estara en dependencia de que
las plantas alcancen determinados parametros morfoldégicos que garanticen la

sobrevivencia y el desarrollo en plantacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos del desarrollo en vivero de las
vitroplantas de P. salutare , a las 16 semanas, en los tres primeros substratos
(Tabla 9) las plantas estan aptas para ser llevadas a la plantacion. Aunque no
se han determinado los parametros de calidad de las posturas de esta especie,
el crecimiento alcanzado en altura y longitud de la raiz a esta edad permiten

asegurar la sobrevivencia en plantacion.

A las 26 semanas el desarrollo alcanzado es superior, independientemente del
substrato utilizado, pero se extiende innecesariamente la estadia en vivero. Por
otra parte se corre el riesgo de que la raiz de la planta sobrepase la capacidad

del envase utilizado, con el consiguiente deterioro de la calidad de la planta.

Estos resultados demuestran que con la utilizacién de un substrato adecuado
se pueden obtener plantas con calidad en un menor tiempo, con el

consiguiente ahorro que desde el punto de vista econdmico esto representa.

Resumiendo esta etapa, desde que la planta es transferida del recipiente de
cultivo in vitro a suelo hasta que esta lista para ser llevada a plantacién

transcurren 24 semanas, o sea 6 meses, tiempo inferior que el que se necesita
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para producir una postura de P salutare por los métodos convencionales, que

es de mas de 9 meses

Tabla 9 — Parametros morfoldgicos a las 16 y 26 semanas de desarrollo en vivero.
Letrasiguales no difieren entre si aun nivel del 5% de significacion parala prueba de Duncan

NUmeros entre paréntesis (*), error estandar de lamedia

Evaluacién alas 16 semanas Evaluacion alas 26 semanas
Longitud NuUmero Longitud  NUmero
Substrato Altura delaRaiz deHojas Altura delaRaiz deHojas
(cm) (cm)
(cm) (cm)
Suedlo + Humus de 25,8°% 17,62 20,1% | 350%® 229 24,1°
Lombriz (3:1) (2.9) * (2.0) (4.6) (1.6) (1.9) (1.9)
25,6 ¢ 15,4 % 14,6 b 36,22 27,28 22,472
Euel% ; "‘(4 Sumus de (2.0) (1.2) (3.8) (3.2) (3.2) (0.9)
ombriz (4:
a a b bc b 22,4 @
Suelo + Turba (4:1) 2(23,115) 1?2’_22) 12’.32) Z%Z) 1%75) @)
Suelo + Cachaza b b b be ab 22,1 a
Descompuesta(31)  om vy es | 4y F6S ©9)
13,6° 7,7° 76°¢ 234°¢ 16,8 ° 83"
Suelo (1.1) (0.6) (0.8) (1.6) 0.7) (1.4)

3.8 Comportamiento de las vitroplantas en plantacion

Los resultados que se obtuvieron en este estudio son los primeros que se
reportan para P. salutare, en este caso el andlisis se centré en caracterizar el
desarrollo en plantacién de plantas propagadas in vitro sobre la base de las
mediciones de las variables diametro del tallo, diametro de copa, altura de la
planta y la produccion de frutos durante 5 afios, a una muestra de 113

individuos.

3.8.1 Estudio de la correlacion entre las variables

Al analizar la relacion existente entre las diferentes variables del crecimiento
estudiadas se pudo apreciar que estas presentaron correlaciones positivas
altamente significativas (Tabla 10). En cuanto a la relacion entre estas variables

y la produccién de frutos, aunque la correlacion es también significativa, el valor
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del coeficiente es inferior, lo cual indica que la asociacion lineal entre estas

variables y el rendimiento es inferior.

De acuerdo a estos resultados un andlisis mas preciso deberé tener en cuenta
el estudio de la correlacion del rendimiento con otros pardmetros morfolégicos
de las plantas de P. Salutare. Al respecto Montes y Miliam (1985) encuentran
una correlacion altamente significativa entre el numero de ramas y el

rendimiento en hibridos de Coffea arabica L.

Tabla 10 — Matriz de correlacién entre las variables morfoldgicas y entre éstas y la
produccion de frutos.
** Correlacion es significativaa un nivel de 0.01 (2-colas)

Coeficiente de Correlaciéon

Altura Diametro de Diametro del
Copa Tallo
Kk *k o
Produccién de 653 690 ,632
los Frutos
,916** ,907**
Altura
*%
Diametro de ,881
Copa

3.8.2 Estimacién de la produccion de frutos a partir de las variables del
crecimiento.

Como se comprobd anteriormente, existe una alta correlacion entre cada una
de las varibles comprendidas en este estudio, de ahi que la produccion de
frutos podria ser estimada a través de la altura de la planta, el diametro de la
copa o el diametro del tallo.

Como ninguna otra funcién matematica que no fuera la lineal fue capaz de
describir correctamente la relacion entre las diferentes variables independientes
y la produccién de frutos, se determiné realizar un analisis de regresion de este
tipo.

Para la determinacion del modelo de prediccion de produccion de frutos se

realizé un analisis de regresion multiple con las variables independientes altura,
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diametro de copa y diametro del tallo. De acuerdo al método utilizado solo se
incluyé en la ecuacion la variable didmetro de copa. Esta fue la de mayor
coeficiente de correlacién con la variable dependiente, las otras dos variables
no cumplieron con el criterio de inclusion ya que la significacion de T fue mayor
que 0,05. (Tabla 11)

Tabla 11 — Valores de TStudent correspondientes a cada coeficiente.

Coeficientes no estandarizados

B Error estandar t Sig.
74,585 73,239 1,018 ,309
439,831 74,171 5,930 ,000
1638,079 3049,728 ,637 591

Se comprob6 la existencia de multicolinealidad, esto ocurre cuando las
variables independientes implicadas en el modelo llevan informacion
redundante y la informacién de una o mas variables también la aportan otras
(Alvarez, 1995). Por esto los coeficientes de regresion de las variables altura y

diametro del tallo no son significativos.

La ecuacion definitiva del modelo es la siguiente:

Produccion de Frutos = 439,8 * Didmetro de Copa
R*=0,831

No se incluy6 en el modelo la constante (bo) de la ecuacion con el fin de elevar
el valor del coeficiente de determinacion. Esto no debe tener mayor
trascendencia, solo indica que la recta pasa por el origen, en este caso si el

diametro de copa fuera 0 la produccion de frutos por supuesto, es 0.

Cortes (1986) encontrd que para el estimado de los rendimientos en el cafeto a
altas densidades de plantacion debe considerarse en primer lugar, la altura asi

como también el area foliar. Xonia Xiques y col. (1986) encontraron que el
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rendimiento de Datura candida (Pers.) tiene una relacion directa con la altura y

el nimero de hojas.

3.8.3 Anadlisis del crecimiento en plantacién de vitroplantas de P. salutare
La descripcion del crecimiento de las plantas o sus 6rganos reviste una gran

importancia, primero para conocer las caracteristicas de la dinamica del
crecimiento de una especie y segundo para analizar la influencia de diferentes
factores sobre el desarrollo de la propia especie o para correlacionarlo con el

rendimiento.

Para estos analisis se ha prestado mucha atencién al empleo de funciones
matematicas para ajustar la dinAmica del crecimiento. La exactitud en el ajuste
matematico es de gran importancia cuando se aplican estas técnicas aunque
resulta igualmente importante tener en cuenta, si desde el punto de vista
biolégico la funcién escogida es la que describe correctamente el indice en

cuestion.

El comportamiento durante cinco afios del crecimiento de las variables altura,
diametro de copa, didametro del tallo y produccién de frutos de las vitroplantas

desarrolladas en plantacion se puede observar en la Figura 13.

Las curvas de las cuatro variables semejan en gran medida las sigmoides del
crecimiento, estas se diferencian entre si debido fundamentalmente a la
extension de las diferentes fases, por otra parte tienen en comun que la
magnitud de las variables tienden a permanecer constantes a partir del cuarto

ano de edad.

Esta tendencia a la estabilidad en el caso de la altura debio estar determinada
por las caracteristicas genéticas de la especie; P. salutare de acuerdo a las
descripciones boténicas alcanza alrededor de un metro de altura, en Cuba en

condiciones naturales la altura promedio debe estar alrededor de 1,50 metros,
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rara vez se encuentran individuos de mas de dos metros. De acuerdo a lo
sefialado, no cabria esperar un crecimiento significativo en altura después de
los cinco afios de realizada la plantacion.
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Figura 13 - Comportamiento de la altura, diametro de copa, didametro del tallo y la
produccion de frutos en funcion de la edad de la plantacion.
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Al respecto Vasquez y Torres (1981) sefialan que las caracteristicas genéticas
de una especie o variedad determinan cuales son sus habitos de crecimiento,
aun cuando puedan ser alterados por la influencia del ambiente.

A diferencia de la altura, la estabilizacion del crecimiento del diametro de copa
estuvo determinado principalmente por el efecto del marco de plantacion (1m x
1 m), factor externo de comprobada influencia sobre la forma y crecimiento de

las copas en la mayoria de las plantas.

A los tres afios de edad el diametro de copa medio era de 1,11 metros, de
acuerdo al espaciamiento entre plantas a partir de este momento ocurrio solape

entre las copas de las diferentes plantas limitandose su crecimiento. (Figura 14)

Los coeficientes de determinacion obtenidos producto del ajuste a las distintas
funciones matematicas aparecen en la Tabla 12. Se destaca que el valor de

todos los coeficientes para las variables altura, diametro de copa y del tallo son
superiores al 90 por ciento, lo que indica que un alto porcentaje de su variacion
es explicada por la variacion de la edad de la plantacién. En el caso de la
produccion de frutos las cuatro primeras funciones son capaces de explicar
mas del 95 por ciento de la variacion, el resto presentan ajustes mucho mas

bajos.

Figura 14 — Aspecto de la plantacion a los tres afios de edad. (Vista superior,
obsérvese el solape entre las copas de las plantas).
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Tabla 12- Coeficientes de determinacion obtenidos en el ajuste de las diferentes
variables a las distintas funciones matematicas.

Variables
Modelo Alt DC DT PF
Lineal 0.984 0.981 0.990 0.974
Logaritmico 0.916 0.927 0.903 0.960
Cuadratico 0.984 0.984 0.991 0.989
Cubico 0.995 0.997 0.995 0.992
Compuesto 0.928 0.932 0.962 0.631
Potencia de tiempo 0.969 0.992 0.992 0.841
Exponencial polinébmica 0.928 0.932 0.962 0.631
Exponencial 0.928 0.932 0.962 0.631

Alt — Altura

DC — Diametro de Copa
DT — Diametro del Tallo
PF — Produccion de Frutos

Si nos basamos solamente en la exactitud del ajuste matematico, cualquiera de
estas funciones con coeficientes de determinacion superiores al 90 por ciento
serviria para describir el comportamiento de estas cuatro variables, pero al
hacer un analisis de los residuales o al plotear los datos, nos damos cuenta

gue algunas de ellas sobreestiman o subestiman los valores observados.

Al respecto Soto (1986) sefala que resulta imprescindible tener en cuenta a la
hora de escoger una funciébn matematica, no solo la relacion que exista entre
las variables analizadas, reflejado por el coeficiente de determinacién, sino que
debe hacerse un analisis de los residuales, o sea de la variacion de los valores
observados con respecto a los estimados en la regresion. Mas importante aun
resulta tener en cuenta, si desde el punto de vista biologico la funcién escogida

describe correctamente el indice en cuestion.

Sobre el ajuste por andlisis de regresion de los datos primarios Garcia y col.
(1998) sefialan que la utilizacién de este método tiene como ventaja que, en su

analisis, se toman en consideracion todos los puntos evaluados, asi como que
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su solucién se verifica a partir de polinomios de bajo orden que simplifican su

manejo, facilitando las inferencias necesarias para el estudio del crecimiento.

Pooter (1989) citado por Garcia y col. (1998) plantea que la clave fundamental
para el uso exitoso de este método es la selecciéon de un polinomio de grado

adecuado para el ajuste de los datos.

Teniendo en cuenta lo sefialado anteriormente, se pudo determinar que la
funcién matematica que mejor describe el crecimiento de la altura, el diametro
de copa, el didmetro del tallo y la produccién de frutos en relacién a la edad de
la plantacién es la cubica, con esta funciébn se encontraron las estimaciones

mas cercanas a los valores reales observados.

Las ecuaciones de regresion determinadas para cada variable fueron las

siguientes:

Altura Alt = 0,2123 +-0,1565 * t + 0,1423 * t? + - 0,014 * t°
DidmetrodeCopa  DC =0,2367 +-0,1411 * t + 0,1262 * t? + - 0,0127 * t°
Didmetrodel Tallo DT = 0,0047 +-0,0011 * t + 0,0018 * t? + - 0,0002 * t*
Produccion de Frutos  PF = - 123,53 + 93,3022 * t + 31,5873 * t? + - 4,1435* t°

En la Figura 15 se presentan las gréficas las curvas de los valores observados
y de los valores estimados por las funciones obtenidas para cada variable

donde se comprueba la significacion de los ajustes.
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Figura 15— Valores observados y estimados segun funciones matematicas.

Las curvas de incremento o de la tasa absoluta de crecimiento (Figura 16)
siguieron en todos los casos la forma tipica de campana, alcanzandose los
valores mas altos entre el tercer y cuarto afio para luego decrecer. Por su parte
la tasa relativa de crecimiento se mantuvo constante hasta el segundo afo

para luego disminuir a partir del tercer afio.
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Estos resultados indican que estas plantas han alcanzado a los 5 afios de
plantadas un nivel de desarrollo a partir del cual no cabria esperar incrementos
significativos en altura y diametro de copa y por tanto de la producciéon de
frutos, a menos que sean modificados los factores externos que limitan el
crecimiento, o sea el espaciamiento entre plantas. En el caso del diametro del

tallo el crecimiento debera continuar, aunque a niveles muy bajos.
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Figura 16 — Incremento anual o tasa absoluta de crecimiento (TAC) de la altura,
diametro de copa, didmetro del tallo y de la produccion de frutos.

Una alternativa para propiciar la continuacion del crecimiento en esta
plantacion, sin tener que eliminar plantas para aumentar el espaciamiento,
debera ser la poda, que por demas llevaria aparejado el rejuvenecimiento y
revigorizacion de los individuos. Este tipo de tratamiento es comun en especies

frutales lefiosas como el mango y la guayaba por poner un ejemplo.

Lino y Edson (1994) sefialan que las podas tienen el objetivo de mejorar o
regularizar las producciones, aumentando la productividad, mejorando la
apariencia de los frutos y manteniendo un equilibrio entre la fructificacion y el
crecimiento vegetal normal.
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Una aplicaciéon practica de estos resultados debera ser el de poder determinar
el momento adecuado para aplicar las podas, el cual estara determinado por
las caracteristicas de la plantacion y de los efectos de factores externos como

las condiciones ambientales (suelo, clima,etcetera) y el marco de plantacion.

Los resultados de este estudio indican la factibilidad del ajuste de los datos de
las variables del crecimiento por medio de funciones matematicas, mediante el

analisis de regresion y correlacion asi como la aplicacion practica de estos.

3.8.4 Determinacion de la variabilidad de las vitroplantas en plantacion a
partir de parametros morfolégicos.
La aparicion de variantes producto a cambios genéticos es uno de los
principales problemas asociados a los métodos de reproduccion in vitro. Estas
variantes pueden traer consigo desordenes en las plantas a nivel de campo
tanto desde el punto de vista morfolégico como fisiologico, las cuales se
pueden manifestar, como en el caso de la fresa, en ausencia o pobre
rizogénesis, numero excesivo de flores, deformacion o tamafio pequefio de los

frutos y plantas heterogéneas (Rancillac y col., 1987 citado por Orellana, 1998).

En el caso de las vitroplantas de guayabita del pinar aunque no se han
presentado variaciones significativas en campo, se realizO un estudio del
comportamiento de los principales caracteres morfolégicos desde el momento
de la plantacion y durante cinco afios. El estudio se llevé a cabo a través de un
analisis de discriminantes, partiendo de que de acuerdo a la edad de las
plantas se cumpliran determinados parametros morfolégicos; de ocurrir algun
tipo de variacién éstos no se corresponderan con el valor esperado de acuerdo

a la edad de la planta.

Alvarez (1994) sefiala que éste analisis es Util para situaciones donde se quiere
obtener un modelo de prediccion de pertenencia a un determinado grupo
basado en las observaciones de las caracteristicas de cada caso. El
procedimiento genera una funcion discriminante (0 mas de una si son mas de

dos grupos) basada en combinaciones lineales de las variables independientes
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las cuales ofrecen la mejor discriminacion entre los grupos, lo que permite la

clasificaciéon de los casos.

Las funciones fueron generadas a partir de una muestra de casos cuya
pertenencia a un grupo es conocida, 0 Ssea, un grupo de plantas cuyas
caracteristicas morfoldégicas estan en correspondencia con la edad, esta
funcion puede ser aplicada para la clasificacion de nuevos casos cuyos valores

sean conocidos, pero el grupo al cual pertenecen sea desconocido.

A través del analisis de discriminantes se determinaron cuatro funciones, de
estas, la primera explicé el 97,4 por ciento de la varianza, las otras 3 explicaron
el 1,7152; 0,8292 y 0,0266 por ciento respectivamente. EI maximo poder
discriminante correspondi6 a la variable altura, que fue la de mayor coeficiente
en las funciones discriminantes estandarizadas, le siguieron las variables

diametro de copa y diametro del tallo.

Los coeficientes de las funcidénes lineales discriminantes aparecen en la Tabla
13, las ecuaciones de regresion candnicas quedaron definidas para las
diferentes funciones como sigue:

Y =a+b* altura+c* diam. decopa+d * diam. del tallo + e* p. delosfrutos

Tabla13 - Coeficientes de las funciones discriminantes. (Coeficientes no estandarizados)

Funcion
1 2 3 4
ALTURA 5,649 -7,450 -, 720 -2,150
DCOPA 2,477 5,470 6,356 -1,912
DTALLO 71,954 195,087 -248,383 82,548
PF -,001 -,001 ,001 ,004

(Constante) -8,280 -, 746 -,292 117
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A partir de los grupos centroides (Tabla 14) se obtuvieron las coordenadas de
la proyeccion del centroide de cada grupo sobre la funcion discriminante. Este

valor se utiliza como patrén de clasificacion para cada grupo.

Tabla 14 — Grupos Centroides por Funcion

Grupos Centroides

Afio Funcién1 Funcibn 2  Funcién 3  Funcién 4

1,00 -5,048 ,518 -6,725E-02  3,474E-02
2,00 -2,252 -,612 -,233 -4,329E-02
3,00 ,363 -,263 526 2,679E-02
4,00 2,633 434 4,090E-02 -7,472E-02
5,00 4,045  -3,399E-02 -,307 6,827E-02

En la Figura 17 (Anexos) se muestran los casos para cada grupo en
correspondencia al valor de la funcién discriminante de cada uno. En esta
grafica se pudo apreciar como durante los tres primeros afios de la plantacién
hay una mayor agrupacion de los valores alrededor del centro de cada uno de
estos tres grupos, durante el cuarto y quinto hay mayor dispersion lo que indica
mayor variacion de los parametros evaluados.

En la Figura 18 se muestra en un mismo grafico los valores de las
puntuaciones discriminantes para los cinco grupos. Aqui se pudo apreciar
como desde el primer al tercer afio hubo una definicion clara de cada grupo
alrededor del centroide, lo que demostr6 una mayor uniformidad de los
parametros incluidos en el estudio a estas edades. Lo contrario ocurri6é entre el
cuarto y quinto afio, aqui la diferenciacibn es menor por lo que no se puede
establecer un limite claro entre ambos grupos. De hecho varios individuos a los
cuatro afios presentan caracteristicas de individuos de cinco afios y viceversa,

de ahi que se presente esa indefinicion.

Estos resultados estan relacionados con las propias caracteristicas de estas

plantas, como se pudo determinar anteriormente, a partir del tercer afo la
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tendencia del crecimiento es a la estabilizacion, por lo que durante el cuarto y
quinto afo de establecida la plantacion no deben presentarse grandes

diferencias morfolégicas entre las plantas.

Funciones Discriminantes
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2 4
1 1995 1998 Afio de Evaluacion
= o
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1996 2 m >
= 1999
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Fu 1997
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Figura 18 — Resultados de la clasificacion a partir de las funciones discriminantes.

Por ultimo en la Tabla 15 se presenta el nimero de casos de cada grupo que
cumplen con los pardmetros definidos por las funciones discriminantes para
cada edad asi como el porcentaje que representan. Se destaca que durante los
tres primeros afios hay una estrecha relacion entre la edad y las caracteristicas
morfologicas de los individuos por lo que la mayoria de estos quedan

correctamente clasificados.
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Tabla 15 — Resultados de la clasificacion a partir de las funciones discriminantes.

Grupo de pertenencia estimado
Afo 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

Namero 1,00 98 0 0 0 0
2,00 3 103 4 0 0

3,00 0 8 93 10 0

4,00 0 1 17 65 30

5,00 0 0 2 24 74

% 1,00 100,0 ,0 ,0 ,0 ,0
2,00 2,7 93,6 3,6 ,0 ,0

3,00 ,0 7,2 83,8 9,0 ,0
4,00 ,0 9 15,0 57,5 26,5
5,00 ,0 ,0 2,0 24,0 74,0

A los cuatro afios de edad de las plantas es cuando ocurre mayor variacion,
solo el 57,5 por ciento de los individuos son correctamente clasificados, el 26,5
por ciento tienen caracteristicas de plantas de 5 afios de edad y el 15 por
ciento conservo los parametros de plantas de 3 afios. Al quinto afio hay un
mayor porcentaje de casos correctamente clasificados aunque quedo un 26 por

ciento de plantas con caracteristicas del afio anterior.

En general el 81,4 por ciento de los casos fueron correctamente clasificados en
los diferentes grupos, lo que demostrdé una elevada correspondencia entre la
edad de los individuos y sus parametros morfolégicos, por otra parte se
comprob6 una elevada uniformidad desde el punto de vista fenotipico, sobre
todo durante los tres primeros afios, de lo que se puede inferir que este sistema

de propagacién no debe haber inducido variabilidad genética.

Rockwood y Warrag (1994) evallan la talla, supervivencia y maleza asociada a
plantas micropropagadas y plantas obtenidas de semillas de Eucalyptus
grandis Hill ex Maiden, para lo que desarrollan dos lineas de plantas obtenidas
por micropropagacion directa, planteando que la micropropagacion produjo
arboles mas uniformes en cuanto a la altura, que las plantas provenientes de

semillas alos 57 meses de iniciadas las observaciones.
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Las principales caracteristicas de las plantas propagadas in vitro de P. salutare
fue el incremento en la produccion de frutos con respecto a las plantas
regeneradas por semillas ademéas de un mayor crecimiento de las plantas en

general.

Los resultados obtenidos en plantacién probaron la factibilidad desde el punto
de vista biologico de la metodologia de micropropagacion de P. Salutare.
Aunqgue no existe un patrén para comparar con plantaciones realizadas a partir
de plantas obtenidas de semillas, las vitroplantas demostraron un alto vigor en
en su desarrollo. La produccion de frutos de las plantas micropropagadas

supera cinco veces a la de las plantas de las areas naturales.

Esta revigorizacidbn de las plantas se asocia al rejuvenecimiento y el
saneamiento que se obtiene, a través del cultivo in vitro. Perez (1998) refiere
que en el caso de arboles, se reporta en manzanos que la floracion se retarda
un afo, pero en el segundo y tercer afo las plantas micropropagadas superan

en 10 kilogramos la produccion de plantas multiplicadas vegetativamente.

Por su parte Delgado (1999) reporta una altura de 6,05 metros y un didmetro
de 5,3 centimetros a los 11 meses de edad de plantas micropropagadas de
Eucalyptus grandis, valores muy superiores a los de plantas regeneradas de

semillas.

3.9 Aplicacién de los resultados.

La metodologia de micropropagacion de P. salutare es aplicada en la
actualidad para la propagacion masiva de la especie, miles de plantas han sido
obtenidas en una pequefia biofabrica en la Escuela Vocacional de Ciencias
Exactas Federico Engels de la provincia de Pinar del Rio. En la biofabrica del
Ministerio de la Agricultura esta metodologia fue introducida con éxito y se
produjeron alrededor de 20 000 vitroplantas. En la actualidad se crean las
condiciones necesarias para acometer nuevamente la micropropagacion en

esta misma instalacion.
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Kitto (1997) citado por Orellana (1998) plantea que, la micropropagacion es una
industria joven con un excelente futuro, pero su incremento dependera del
desarrollo de nuevas técnicas para la automatizacion de los procesos y del
mejoramiento de los sistemas de aclimatacion de las plantas. EI mismo autor
refiere que una de las limitantes para el desarrollo de esta tecnologia, ha sido
su gran expansion sin haber tenido una base cientifica soélida, pues cada
especie tiene sus particularidades y en cada fase de la micropropagacion
existen aspectos importantes a tener en cuenta , entre los que se encuentran
desde el saneamiento hasta las caracteristicas agronémicas de las plantas que

se adapten al proceso de produccion.

Orellana (1998) sefiala que el desarrollo de protocolos eficientes vy
cientificamente sustentados, la simplificacion de los procesos y la reduccion de
los costos de produccidn, posibilitaran el incremento de la propagacion in vitro,
tanto en las especies de plantas actualmente micropropagadas como a nuevas
especies, sobre todo, en las ramas de forestales y frutales perennes, donde

aun su uso es muy limitado.
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3.10 Valoracion econOmica

La valoracion econdémica se hizo en funcién del célculo de los costos para
producir las vitroplantas siguiendo la metodologia de micropropagacion
propuesta. La ficha de costos se determind en base a los gastos en que se
incurren por cada elemento para producir 1 000 vitroplantas (Tabla 16) (Ortega,
1993).

Tabla 16 — Ficha de costos para producir 1 000 vitroplantas de P. Salutare.

Elemento Importe ($)
Materias primas y materiales fundamentales 0,03
Materiales auxiliares 0,02
Energia eléctrica 8,52
Salario directo 34,60
Vacaciones 3,15
Aporte a la seguridad social 4,53
Amortizacion 0,66
Gastos indirectos 6,36
Gastos de organismos superiores 21,67
Otros gastos 0,85
Total 80,38

El costo total para producir el millar de vitroplantas de P. Salutare es
sensiblemente inferior si lo comparamos con el de otras especies lefiosas.
Smith, (1986) reporta un gasto de $ 303 por cada 1 000 plantas producidas de
Pinus radiata en Nueva Zelandia, mientras que Hasnain y col. (1986)
determinaron un gasto de $ 491 para obtener 1 000 vitroplantas de especies de
coniferas en Canada. Estas diferencias se deben fundamentalmente a que los
ciclos de multiplicacion de P. Salutare son mas cortos y los coeficientes de
multiplicaciébn son superiores, por otra parte, la etapa de aclimatacion que
significa el 21 por ciento de los gastos se realiza también en un periodo de

tiempo menor que los reportados para estas especies.
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En general los componentes que mas contribuyen al costo final son los
relacionados con la mano de obra para la realizacion de las diferentes labores
del proceso, representando entre el 65 y el 80 por ciento por ciento del costo
total. Hasnain y col. (1986) obtienen por este concepto el 68 por ciento,
mientras que los costos por concepto de energia e instalaciones y consumo de
materias primas incluyendo el material gastable significan el 5 por ciento del

total.

Los costos para la propagaciéon masiva de P. salutare deben ser inferiores a
los determinados por Ortega (1993) ya que para su determinacion no se
tuvieron en cuenta las caracteristicas y comportamiento de la especie en
condiciones de biofabrica sino que estos fueron calculados en condiciones de

laboratorio, no obstante este estudio constituye un valioso punto de partida.

Una caracteristica de P. salutare que favorece la disminucion de los costos de
produccion es el elevado coeficiente de multiplicacion (8,5) superior al de
bananos (entre 2 y 3) y al de malanga (entre 3 y 4) dos de las especies que se
propagan masivamente en las biofabricas. Segin Zimmerman y Barnhill (1991),
con un 10 por ciento del aumento del coeficiente de multiplicacion, se bajan los

costos en un 3 por ciento.

En cuanto a la etapa de plantacion, utilizando las plantas micropropagadas y
teniendo en cuenta labores de preparacion del terreno como roturar, gradar,
surcar, asi como, el propio establecimiento de la plantacién y la aplicacion de
las atenciones culturales necesarias como limpias y fertilizacion, se calcula que
el costo de establecimiento de una hectarea implica un gasto de

aproximadamente 10 000 pesos.

La produccién que se obtendria de acuerdo a los resultados logrados en la
plantacion realizada con vitroplantas, seria de 4 884 kilogramos por hectarea
(110 qq aproximadamente), lo que alcanzaria un valor de $ 34 730 por
hectarea de guayabita recolectada, permitiendo que se cubran de forma total
los gastos y se obtenga ademas un margen de ganancias superior a los
$ 20 000.
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Aunque el costo de las vitroplantas siempre serd superior al de una planta
propagada por la via de semilla, la factibilidad econémica de la aplicacion del
cultivo de tejidos para la propagacion de P. Salutare estara determinado por la
posibilidad de obtener rapidamente un stock de plantas de una especie
declarada en peligro de extincion sin otra via efectiva de reproduccién y de gran

valor para la industria del licor.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos evidencian la posibilidad de la regeneracion de

plantas de Psidium salutare (HBK) Berg a través del cultivo in vitro de

segmentos nodales, llegandose a las siguientes conclusiones.

El fuente de explantes mas eficaz para la micropropagacion de P. salutare
fueron los segmentos nodales obtenidos a partir de rebrotes de ramas
lefiosas colocadas en agua y de plantulas asépticas. Los pretratamientos
fitosanitarios aplicados a los rebrotes, la desinfeccion de los explantes con
hipoclorito de sodio al 1% de cloro activo durante 10 minutos y bicloruro de
mercurio al 0,05% durante 4 minutos asi como la utilizacion de tratamientos
antioxidantes con Cisteina y PVP (procedimiento 3) posibilitd la obtencion
de un elevado porcentaje de segmentos nodales libres de patdgenos

contaminantes y sobre todo una mayor sobrevivencia de estos in vitro.

El establecimiento in vitro de los explantes provenientes de rebrotes y de
plantas en el campo se logré en el medio MS, suplementado con Vitaminas
de Gamborg, sacarosa 3% y Cisteina 25 mg/L. Solo respondieron a la
induccion de la brotacién los segmentos nodales provenientes de rebrotes
con la presencia de BAP en el medio de cultivo, la concentracién de 0,2

mg/L proporciond el mayor niumero de segmentos nodales con brotes.

La adicion de BAP 1 mg/L y AIA 0,1 mg/L al medio MS (suplementado con
Vitaminas de Gamborg, sacarosa 3% y Cisteina 25 mg/L) proporciond una
elevada tasa de multiplicacion y el mejor desarrollo de los brotes de P.
salutare tanto de explantes provenientes de rebrotes como de plantas
asépticas . Se determind que el tiempo Optimo entre subcultivos es de 6

semanas.

Los mejores resultados en cuanto al porcentaje de brotes enraizados se
logra con la reduccion de la concentracién sales minerales del medio WPM

a la mitad, suplementado con vitaminas Gamborg también a la mitad de la
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concentracién, sacarosa 1.5 %, Cisteina 25 mg/L, carbon activado 1 g/L,

ANA 0,2 mg/L y AIB 0,2 mg/L . Esta fase se extiende por 6 semanas.

El proceso de aclimatacion permiti6 una sobrevivencia de las vitroplantas

durante esta etapa del 75 por ciento.

El mejor substrato para el desarrollo en vivero de las vitroplantas fue el
constituido por mezclas de suelo y humus de lombriz. Se determiné que a
las 16 semanas de iniciada esta etapa las plantas estan aptas para ser

llevadas a plantacion.

Existen altos coeficientes de correlacion entre altura de la planta, diametro
de copa y didmetro del tallo en plantas micropropagadas de P. salutare. La
correlacion entre estos caracteres y la produccion de frutos aunque

significativa alcanzo un coeficiente menor.

La variable que mayor contribucion tuvo sobre la estimacion de la

produccion de frutos fue el diametro de copa.

Se comprobd una estabilizacion del crecimiento a partir del tercer afio de
establecida la plantacién. La funcién polindmica de tercer grado o cubica
permiti6 el mejor ajuste de los datos primarios de la dindmica del

crecimiento de todas las variables analizadas.

La determinacion de la variabilidad a través de funciones discriminantes,
revelé6 una elevada uniformidad de los caracteres morfolégicos de las

plantas obtenidas por medio de la micropropagacion.
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Recomendaciones

Estudiar la posibilidad de la aplicacion de métodos semiautomatizados de
micropropagacion, como los sistemas de inmersion temporal, que permitan

una mayor eficiencia del proceso de propagacion masiva.

Ante la posibilidad de ocurrencia de variaciones genéticas provocadas por
el efecto del cultivo in vitro, es recomendable la realizacién de estudios
citologicos, de isoenzimas e incluso de ADN, que permitan comprobar la

estabilidad genética del las plantas micropropagadas.

Optimizar aun més la fase de adaptacion o aclimatacién con el objetivo de
reducir las pérdidas de vitroplantas. Este trabajo debe ir dirigido hacia el
mejoramiento de los substratos de crecimiento y la aplicacion de

biofertilizantes como las micorrizas.

Estudiar las caracteristicas del desarrollo de plantas micropropagadas bajo

diferentes marcos de plantacion.
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