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Prélogo

La biotecnologia en el Ecuador se encuentra en una etapa de desarrollo
inicial, la cual tiene muchas aplicaciones para el campo agricola y
forestal. En nuestro pais hay varias instituciones de educacion
superior que ofertan la carrera de biotecnologia, y la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ) tampoco se quiere quedar atras 'y
estd proxima a ofertar esta carrera a los futuros estudiantes del

Ecuador.

La biotecnologia abarca un sinnimero de técnicas, y la que mas

aplicacion tiene en nuestro pais es el cultivo de tejidos vegetales.

En el siguiente texto se hablara sobre esta técnica, iniciando desde la
identificacion, seleccion de explantes en el campo hasta propagacion
clonal in vitro de plantas, con caracteristicas superiores, manteniendo

su calidad y sanidad vegetal.

Aunque se han descrito un gran namero de publicaciones sobre cultivo
de tejidos vegetales, se ha seleccionado un trabajo realizado por varios

Investigadores en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la UTEQ.

En esta obra se hace una revision de las principales aplicaciones de la
biotecnologia en el campo agricola y forestal, poniendo especial
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atencion en la propagacién clonal in vitro de varias especies de

importancia econémica del Ecuador.

Nicolas Cruz Rosero
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Introduccion

La deforestacion en el mundo, fundamentalmente la conversion de
bosques tropicales en tierras agricolas ha disminuido en los dltimos diez
afos pero contintia a un ritmo alarmante en muchos paises (FAO, 2010).
La Evaluacion de los Recursos Forestales Mundiales (FRA), coordinada
por la FAO, concluy6 que el porcentaje de tierras forestales con respecto
a la superficie terrestre mundial habia disminuido del 31,6% en 1990 al
30,6% en 2015, aunque en los ultimos anos el ritmo de pérdida se ha

ralentizado (2018).

El cambio climético, lo mismo que la evolucion demogréfica, la brecha
norte sur o la globalizacion, ha accedido a los primeros puestos del
ranking de preocupaciones sociales, a pesar de las incertidumbres, y esto
es asi porque su principal responsable son las actividades humanas, por
los efectos medioambientales y sobre la salud de la poblacién (Useros,
2013). De alli que, hacen falta politicas medio ambientales que protejan
este recurso. La apertura de las fronteras agricolas y ganaderas, son los
principales factores que inciden directamente en agudizar estos

problemas.



La FAO (1990), manifiesta que la demanda de los productos agricolas y
forestales se han incrementado dramaticamente en los ultimos afos.
Como alternativa de solucién a esta demanda organismos encargados de
investigar, buscan constantemente especies de crecimiento rapido,
resistentes a salinidad, fuego, frio, plagas y enfermedades, que sean

capaces de adaptarse y desarrollarse las zonas criticas.

En la actualidad tiene una gran demanda en los programas de
reforestacion para zonas que presentan problemas por la tala
indiscriminada de sus arboles. Sin embargo, la multiplicacion de de las
especies se esta realizando por la via sexual (por semilla), cuyo origen se
desconoce. Generalmente las plantas de las que se toman las semillas no
son seleccionadas por sus caracteristicas fenologicas, lo que ha
ocasionado una alta variabilidad en las plantaciones establecidas en la

actualidad.

Por ello es necesario recurrir a la biotecnologia, que se refiere a toda
aplicacion tecnologica que utilice sistemas biologicos y organismos vivos
o sus derivados para la creaciéon o modificacion de productos o procesos
para usos especificos (United Nations, 1992). Por otro lado, OECD
(2006) define a la moderna biotecnologia como la aplicacion cientifica y

tecnolégica a organismos vivientes, sus partes, productos y modelos



destinados a modificar organismos vivos y/o materiales aplicados a la
produccion de conocimientos, bienes y servicios. Se espera que estos
productos obtenidos sirvan para superar enfermedades, plagas, ademas

de mejorar su calidad.

La biotecnologia integra distintos enfoques derivados de la tecnologia y
aplicacion de las ciencias biolbégicas, tales como biologia celular,
molecular, bioinforméatica. Uno de los objetivos principales de la
biotecnologia es generar tecnologias mucho mas eficientes para la
produccion de semillas de alta calidad a través de la micropropagacion de

plantas.

Por su parte (Monteuuis, Bon, y Goh, 1998) manifiestan que la
propagacion por via vegetativa, en contraste con la realizada a través de
la via sexual (semillas), habilita la captura y transfiere a la descendencia

el material genético integro del arbol donador.

Por su parte, la micropropagaciéon in vitro de plantas, es una de las
herramientas que, permite propagar clonalmente arboles seleccionados,
y garantiza buenas caracteristicas fenotipicas, de esta manera se lograra
incrementar la tasa de multiplicacion que por via sexual no se podria
lograr (Santos, Suarez, y Gatti, 2013). Ademas, se obtendran plantas con

un alto porcentaje de sanidad.



Existen varios métodos de propagacion, de los cuales citamos los

siguientes:



Meétodos de propagacion
Métodos de propagacion tradicional

Los métodos tradicionales de propagacion de plantas de teca son el

sexual (semillas) y vegetativa (seudoestacas).

Betancourt (1987), recomienda someter a las semillas a tratamientos
pregerminativos antes de sembrarlas, de lo contrario, la germinacion es
muy erratil. Algunas semillas demoran varios meses en germinar y otras
no lo hacen. El mejor procedimiento consiste en extender los frutos
formando una espesa capa sobre el semillero y regarlos copiosamente sin
sombra ni abrigo, dejando que la semilla se seque al sol entre un riego y

otro.

CEDEGE (1992), menciona que las plantas, a ser utilizadas en la
preparacion de pseudoestacas, se las debe extraer de las platabandas
cuando tienen un diametro de 1 a 2 cm, suprimiendo parcialmente la raiz
principal y las ramas que se hayan desarrollado, dejandolas

aproximadamente de 20 a 25 cm de largo.



Propagacion clonal in vitro via organogénesis

Jiménez (1998), manifiesta que los origenes del cultivo in vitro se
remontan a los afios 1902, con los intentos realizados por Haberlandt de
cultivar células, aisladas de plantas, quien postul6 el principio de
totipotencia celular, que es la base tedrica sobre la que se sustentan todas

las técnicas del cultivo in vitro.

El cultivo de tejidos puede definirse como un conjunto de técnicas que
permiten el cultivo en condiciones asépticas de 6rganos, tejidos, células

y protoplastos empleando medios nutritivos artificiales.

Por su parte Roca y Mroginski (1993) manifiestan que el cultivo de
tejidos, como técnica, consiste esencialmente en aislar una porcion de la
planta (explante) y proporcionarle artificialmente las condiciones fisicas
y quimicas apropiadas para que las células expresen su potencial
intrinseco o inducido. Es necesario ademéas adoptar procedimientos de

asepsia para, mantener los cultivos libres de contaminaciéon microbiana.

Jiménez (1998), sefiala que dentro de los métodos maés utilizados en la
regeneraciéon de plantas se encuentran la organogénesis y la
embriogénesis, la organogénesis es un evento morfogenético que se
caracteriza por su desarrollo unipolar, en otras palabras, es la formacion
de un primordio unipolar a partir de una yema con el subsecuente
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desarrollo de esta, en un brote vegetativo, existiendo siempre una
conexion entre los nuevos brotes y el tejido paterno. Estos brotes
vegetativos son posteriormente puestos a enraizar en otra etapa, via

formacion de primordio de raices y el subsecuente enraizamiento final.

Hu y Wang (1983), mencionan que esta técnica se basa en la formacion
de brotes a partir de las yemas que se encuentran en las axilas de la hoja,
las cuales son divididas y subcultivadas repetidamente. Este método no
es rapido, pero da lugar a la estabilidad genética de las plantas
regeneradas, siendo el sistema de regeneracion en el cual se reportan los
menores indices de variacion genética. Ademaés, constituye una
herramienta de propagacién vegetativa y, al igual que en otros casos, la
descendencia presenta las mismas caracteristicas que la planta madre, es
decir, son clones de la planta que la originaron, hecho que no ocurre por la
via sexual en donde se originan individuos tnicos (Abdelnour y Escalant,
1994).

El éxito de la técnica radica en la capacidad de desdiferenciar a las células

del explante y devolverles su capacidad de multiplicarse y especializarse en

cualquier tipo de tejido (Cubero, 2003).



Kitto (1997), indica que la multiplicacion de plantas es sin duda la mas
popular de las aplicaciones del cultivo in vitro. Las principales ventajas

de este sistema de propagacion se pueden resumir en:

e Altos coeficientes de multiplicacién que permitan manipular

volimenes elevados de plantas en cortos periodos de tiempo.
e Introduccion rapida de nuevas variedades o clones.
e Produccién independiente de las condiciones ambientales.

e Incremento en los rendimientos debido al rejuvenecimiento y al

saneamiento.
e Uniformidad en las plantas producidas.

e Mayor facilidad en la comercializacion.

Por otra parte, la investigacion en cultivo de tejidos puede cubrir un
rango amplio de actividades; por ejemplo, desde la investigacion basica
sobre los procesos bioquimicos y morfologicos de la diferenciacion
celular, hasta la que realizan aquellos laboratorios que se dedican a la
investigacion aplicada y al desarrollo de tecnologias para utilizar esta

investigacion en la propagacion clonal, o en el mejoramiento genético de



las plantas. En estos ultimos laboratorios las instalaciones fisicas, los

equipos y otros suministros para el cultivo de tejidos seran de una

magnitud intermedia entre el laboratorio de investigacion basica y el de

produccion comercial Roca y Mroginski (1993).

Principales aplicaciones del cultivo in vitro

Castafieda (2014) determina que el cultivo in vitro se puede emplear

en:
> Bancos de germoplasma
> Estabilidad genética
» Material libre de patdgenos
» Transformacion genética
» Variacion somaclonal y nuevos caracteres
» Mutagénesis in vitro
> Intercambio de materiales entre paises
» Multiplicacion de clones
> Sanidad vegetal
» Tolerancia o resistencia a diferentes tipos de factores bioticos y
abioticos



Factores que influyen en el cultivo in vitro

Segin (Villalobos y Thorpe, 1991; Moran, 1996) los factores que
influyen en el cultivo in vitro o la micropropagacién masiva de plantas

por métodos biotecnologicos, son los siguientes:

Planta donadora del explante: Se debe evitar tomar plantas madre de

diferentes edades fisiologicas. De igual manera cuando las plantas
donadoras son demasiado jovenes se dificulta el cultivo “in vitro”. Las

plantas deben ser sanas y vigorosas.

Explante: se debe tomar en cuenta el sistema de propagaciéon de la
planta; si la planta tiene reproduccion por semilla se toman las partes

embrionales o de las plantulas.

La eleccién de un explante apropiado constituye el primer paso para el
establecimiento de los cultivos; en primera instancia, dicha eleccion
estd determinada por el objetivo perseguido y la especie vegetal
utilizada. Es muy frecuente la utilizacion de apices o meristemas
caulinares, hojas, entrenudos, cotiledones, raices, anteras e inclusive
tejidos altamente diferenciados como los provenientes de frutos. Esta
facilidad para la proliferacion callosa puede hacerse extensiva a células
y protoplastos, con el empleo de técnicas y medios de cultivo més

elaborados (Roca y Mroginski, 1993).



Factores fisicos: de mayor importancia la luz y la temperatura, la luz

es esencial en la morfogénesis e involucra varios componentes como la
intensidad, el fotoperiodo y la calidad, en el caso de la temperatura es

ésta la que controla la incubacion para la propagacion.

Medio de cultivo: este es un factor quimico, y el éxito del cultivo

depende en gran medida de la seleccion del medio de cultivo, por lo

que su composicién quimica y forma fisica es muy importante.

Los explantes se desarrollan dentro de los medios de cultivo in vitro,
que se define como un conjunto de elementos abibticos
(fisicoquimicos) que conforman una sustancia nutritiva de diversa
consistencia (sblida, semisolida o liquida) y le proporciona al explante,

nutricion y estimulacion de su desarrollo (Pierik, 1997).

En la actualidad existen diversas formulaciones, un medio de cultivo
en forma general se caracterizan por contener los siguientes
compuestos; fuente de carbono, sales minerales, reguladores de
crecimiento, vitaminas, agente gelificante entre otros (Roca y
Mroginski, 1993). Estos componentes pueden variar de acuerdo con la
etapa en la que se encuentra el explante durante la micropropagacion,
0 segun sea la técnica que se va a emplear y la finalidad, por esto

existen diferentes férmulas que deben ser ajustadas seglin las



condiciones del laboratorio. La diferencia entre las formulas esta la
cantidad y concentraciéon de los elementos que lo conforma

(Klopfenstein et al., 1997).

Muy pocos cultivos in vitro son autétrofos, y por lo tanto es necesario
agregar al medio una fuente de carbono. La sacarosa (2% a 5%) es el
azucar que mas se utiliza, y se puede reemplazar por glucosa y en
menor medida por fructuosa; en general, la maltosa y la galactosa son
menos efectivas. La incorporacion de mioinositol al medio (100 mg/
litro) generalmente da como resultado un mejor crecimiento de los

callos y suspensiones celulares (Roca y Mroginski, 1993).

En los medios semisélidos comtinmente se adiciona agar (0.6% a 1
.0%). Se debe considerar especialmente la pureza del agar, ya que es
frecuente la presencia de impurezas de naturaleza variada; la marca
comercial y las concentraciones del agar utilizado pueden alterar las

respuestas in vitro de los cultivos (Debergh, 1982).

Las plantas verdes se consideran normalmente auto6trofas para las
vitaminas, pero puede ser necesario afiadir al medio algunas de ellas,
hasta cuando los cultivos crezcan o se hayan vuelto verdes. En la
mayoria de los medios, la tiamina, la piridoxina y el 4cido nicotinico se

consideran benéficas y se afiaden de forma rutinaria, por
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conveniencia. Desde hace mucho tiempo se sabe que las puntas
radicales escindidas son incapaces de sintetizar la tiamina y presentan
un requerimiento definitivo por la misma cuando se van a cultivar
continuamente. En realidad, en la planta intacta las raices deben

obtener su tiamina del vastago donde es sintetizada (Roca y Mroginski,

1993).

Preparacion del medio de cultivo

Segiin Roca y Mroginski (1993), para la preparacion de los medios de
cultivo se debe realizar lo siguiente: Es necesario preparar el medio
utilizando agua bidestilada o agua desmineralizada-destilada (Hz2o0,
DD). Se debe evitar el almacenamiento prolongado del medio para
evitar la acumulacion de contaminantes; todas las sustancias quimicas

usadas para su preparacion deben ser de un alto grado de pureza.

El procedimiento para la preparacion de los medios dependera, en
primera instancia, del tipo de medio, de su consistencia y de la
presencia de componentes termolibiles. En general, se pueden

distinguir:

a. Medios semisolidos sin sustancias termolabiles; su preparacion

consta de los siguientes pasos:



1) Incorporacién del medio basal (MB), de los reguladores de

crecimiento o de otros compuestos. Ajuste del pH.

2) Adicion y disolucion del agar. Distribucion en los recipientes de

cultivo (tubos de ensayo, cajas Petri, etc.).
3) Esterilizacion en el autoclave.

b. Medios liquidos con o sin sustancias termolabiles. Para su
preparacion se sigue el mismo procedimiento de a., pero sin adicionar
agar, y haciendo la esterilizacion por filtracion en el caso de medios

que contengan sustancias termoléabiles.

c. Medios semisoélidos con una o mas sustancias termoléabiles; para su

preparacion se sugieren las siguientes operaciones:

1) Incorporacion de los compuestos que pueden ser esterilizados en el
autoclave (tanto los del MB como los reguladores de crecimiento u
otros compuestos). Ajuste del pH.

2) Adicidon y disolucion del agar.

3) Esterilizacion en él autoclave.

4) Incorporacion (operando en la camara de trasferencia) de la(s)

sustancia(s) termo labil(es), previamente esterilizada(s) por filtracion.
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Los componentes esterilizados (paso 3) se deben mantener a una

temperatura entre 40 y 50 °C.

5) Distribucion (operando en la cAmara de trasferencia) del medio en
los recipientes de cultivo (tubos de ensayo, cajas Petri, etc.)

previamente esterilizados en el autoclave.

Es conveniente que los cultivos sean incubados en ambientes
controlados, por lo menos en lo que se refiere a la luz y a la tempera
tura; estos dos factores estan relativamente poco estudiados, y la
informacion existente sobre ellos suele ser fragmentaria y a menudo

contradictoria.
Etapas del cultivo in vitro

En la micropropagacion se pueden distinguir las siguientes etapas:
Etapa 0: seleccion y preparacion de la planta y/o tejido donante de
explantes. Etapa I: desinfeccion y adaptacion de los explantes al medio
artificial. Etapa II: multiplicacién de brotes. Etapa III: enraizamiento
y rusticacion, se deben obtener explantes con un nivel nutricional y un
grado de desarrollo adecuado para lo cual es recomendable mantener
a las plantas madre un periodo de tiempo que puede oscilar entre unas
semanas o varios meses en un invernadero, en el que se va a cultivar la
planta en condiciones sanitarias 6ptimas y con un control de nutricion,
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fotoperiodo e irradiancia adecuadas, Etapa IV: transferencia de la

planta al medio de vida natural definitivo (Orellana, 1998).
Etapa 0: seleccion y preparacion del material vegetal

Existen factores que deben ser tomados en cuenta, tales como: el
origen de la planta madre y las condiciones en las que se desarrolld, las
plantas de campo pueden ofrecer mayores inconvenientes que las
plantas de invernadero; la edad de la planta madre, el material vegetal
obtenido tendra la misma edad bioldgica que la planta madre y por
ultimo, el estado fisiologico de la planta madre, pues ésta debe
encontrarse en buenas condiciones nutritivas, metabédlicas y de
sanidad para proveer material vegetal de Optimas caracteristicas

(Abdelnour y Escalant, 1994).
Etapa I: establecimiento del cultivo

El objetivo de esta etapa es establecer cultivos viables y asépticos, para
lograrlo se debe considerar dos factores que son particularmente

importantes: el explante y la esterilizacién (Olmos et al., 2010).

La asociacion explante-medio y las condiciones fisicas en que normal
mente se incuban los cultivos' conforman un ambiente propicio para

la proliferacion de microorganismos (bacterias, hongos), los cuales
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pueden destruir tales cultivos, competir con el explante por el medio
de cultivo o modificarlo. Evitar las contaminaciones con
microorganismos es un aspecto basico que se debe tener en cuenta
para el éxito, no solamente en el establecimiento de los cultivos sino
en su ulterior incubacion y manipulacion. Es dificil lograr cultivos
completamente estériles en el estricto sentido de la palabra; por
ejemplo, es probable que los virus presentes en el explante persistan

en los cultivos (Roca y Mroginski, 1993).

Garcia y Noa (1998), mencionan que cuando se demostré que a través
del cultivo de tejidos se podian obtener plantas libres de
microorganismos, se abrieron nuevas posibilidades para la
propagacion de plantas sanas, siendo este descubrimiento el que abri6
el camino a la micropropagacion comercial. La combinacién de
técnicas tradicionales de saneamiento con el cultivo de tejidos y
métodos mas sensibles de diagnostico, son la clave de la eficacia en la

obtencion de plantas libres de patégenos.

Roca y Mroginski (1993) indican que el procedimiento para la
desinfeccion superficial de los explantes debe permitir eliminar los
microorganismos con el menor dafio posible para los explantes. No es

factible recomendar un procedimiento general para este propésito, y
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se deben considerar de manera especial las especies vegetales y el tipo

de explante.

El éxito de los métodos de propagacion, a través de la biotecnologia, se
sustenta sobre la base de obtener en corto tiempo grandes volimenes
de plantas de alta calidad genética y fitosanitaria. Los procesos de
desinfeccion a los cuales se somete el material vegetal durante la fase
de establecimiento de la micropropagaciéon, son suficientes para
eliminar los microorganismos patdégenos y no patégenos que se
encuentren en la superficie de las hojas. Las enfermedades sistémicas,
producidas por bacterias, virus, micoplasmas y rickettsias, pueden
escaparse y diseminarse con el material que se propaga. Contar con un
material vegetal de partida 6ptimo, es el resultado de la integracion de
diferentes aspectos, tales como, la seleccién adecuada en el campo de
las plantas donadoras, la utilizacion de técnicas de diagnostico
confiables y métodos eficientes de saneamiento que garanticen la

eliminacion del patogeno.

Jiménez (1998), senala que las oxidaciones fenolicas pueden en
ocasiones, constituir un serio problema en el establecimiento y
supervivencia de meristemos y apices, las cuales se manifiestan como

un ennegrecimiento del medio de cultivo que comienza por la zona
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cercana al explante y puede extenderse a todo el medio produciendo
una seria afectaciéon en el crecimiento del explante, al que puede
provocar la muerte. En estos casos también es ttil usar las soluciones
antioxidantes durante la preparacion del explante, como también
incubar los cultivos en la oscuridad o a bajas intensidades de luz.
También se suele acortar el intervalo de tiempo entre subcultivos,
como un medio para disminuir los efectos nocivos de la oxidacion de

polifenoles (Roca y Mroginski, 1993).

Fernandez-Lorenzo et al. (1999), senalaron que el contenido de fenoles
en los tejidos es un indicador del rejuvenecimiento o madurez de estos,
es decir, la ausencia de fenoles es signo de rejuvenecimiento y la

presencia significa madurez.

Las practicas mas comunes para contrarrestar el efecto de las

oxidaciones fenolicas se pueden resumir de la siguiente forma:

- Enjuagues en soluciones antioxidantes previo y posterior a la

diseccion de los explantes.
- Adicion de antioxidantes al medio de cultivo.

- Cambios frecuentes de medio de cultivo.
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Dentro de las sustancias quimicas mas utilizadas como antioxidantes

se enumeran las siguientes:
e Acido ascorbico
e L-Cisteina
e Acido citrico
e Carbon activado

El carbon activado (0,1% a 5%), incorporado al medio, ha mostrado ser
de utilidad en el cultivo de diferentes explantes, posiblemente por

absorber metabolitos téxicos (Roca y Mroginski, 1993).
Etapa II: multiplicacion y elongacién de brotes

Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron a la
fase I originen de brotes (procedencia axilar o adventicia) con varios
entrenudos. Periddicamente estos nuevos brotes se deben subcultivar
en un nuevo medio mediante divisiones y resiembras en tubos de
cultivo u otros recipientes adecuados. Estas operaciones se realizan en

la camara de flujo laminar (Pierik, 1990).

Como su nombre lo indica, el objetivo de esta fase es la produccion del
mayor numero posible de propagulos (plantas, microtubérculos,

microbulbillos) a partir de explantes (meristemos apicales o axilares,
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yemas axilares o adventicias), ya establecidos in vitro. Generalmente,
el proceso se inicia desde plantas donantes, seleccionadas, sin afectar
las caracteristicas y estabilidad genética de la variedad o clon. Existen
tres métodos por los cuales puede lograrse este objetivo: propagacion
sobre la base de yemas axilares, yemas adventicias y a través de la

Embriogénesis Somatica.

La proliferacion de los diferentes explantes en el cultivo in vitro, puede
lograrse con el uso de sustancias reguladoras de crecimiento como
componentes principales de un medio de cultivo previamente

establecido y un adecuado manejo del proceso in vitro.

Monteuuis (1995), menciona que los protocolos de cultivo de tejidos
usados se concibieron de simple manera para cubrir posible aplicacion
a gran escala, costos bajos y la proporcion de productividad alta. La
tecnologia desarrollada habilita la micropropagacion de masa de
cualquier genotipo por retonio axilar con multiplicacion exponencial

con una tasa de tres a cuatro nuevos retonos cada dos meses.

La etapa de multiplicacion generalmente comprende dos periodos, la
fase de induccion y la fase de multiplicacion propiamente dicha. La
primera implica el empleo de concentraciones elevadas de reguladores

de auxinas mas que citoquininas para favorecer la desdiferenciacion.
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La segunda etapa requiere del empleo de un balance hormonal
adecuado para favorecer los procesos de diferenciacion y
multiplicacion celular. En este caso, el sistema es mas dependiente de

citoquininas (Olmos et al., 2010).

Orellana (1998), manifiesta que la multiplicacion es la fase mas
importante y determinante en todo programa de propagacion in vitro.
Es en ella donde se realiza la verdadera multiplicacion o
micropropagacion de una especie o variedad definiéndose no s6lo el
numero de plantas o propagulos a obtener, sino su calidad genética,

por ser esta fase en la que se producen las variantes somaclonales.
Etapa IlI: enraizamiento

Esta etapa tiene como esencia originar una planta autotrofica que
pueda sobrevivir en las condiciones del trasplante al suelo (Roca y
Mroginski, 1993). El enraizamiento puede realizarse tanto en

condiciones in vitro como ex vitro.

Orellana (1998), menciona que la fase de enraizamiento se caracteriza
por ser la mas voluminosa de todo el proceso. En ella cada brote,
esqueje o yema de forma individual que se ha formado durante la fase
de multiplicacién, debe ser cultivada y manipulada in vitro. Ademas
de crecer y desarrollar un seudotallo o tallo con las primeras hojas,
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forma y desarrolla varias raices que le permiten comenzar la absorciéon
de nutrientes al trasplantarse sobre un sustrato enriquecido y

convertirse en una vitroplanta aclimatada lista para llevarse al campo.
Etapa IV: aclimatacion del material obtenido in vitro

Durante la etapa de cultivo in vitro, las plantas se desarrollan bajo
condiciones controladas, como son las condiciones ambientales, y se
recurre a la utilizacion de los azticares del medio como fuente de
carbono y energia por lo cual en el momento del trasplante de las
vitroplantas y el establecimiento completo en el invernadero puede ser
complejo para algunas especies debido asi caracteristicas fenotipicas y
genotipicas; el mantenimiento de las plantas “in vitro” produce
anomalias fisiologicas, estructurales y anatémicas (Montes et al.,

2016).

La aclimatacion es el proceso en el cual un organismo individual se
ajusta a un gradual cambio en su entorno como es el cambio en la
temperatura, humedad, fotoperiodo o pH, lo que le permite mantener
el rendimiento en una amplia gama de condiciones ambientales. La
Aclimatacion se produce en un periodo corto de tiempo (dias a
semanas) y dentro de toda la vida del organismo. La aclimatacion de

vitroplantas consiste en el paso de condiciones in vitro, a condiciones

19



ex vitro, con el objetivo de que éstas superen las dificultades cuando
son removidas del ambiente “in vitro”; de esta manera, se preparan

para su trasplante definitivo al suelo (Leyva, 2012).

Agramonte et al., (1998), manifiestan que durante el cultivo in vitro
las plantas crecen bajo un ambiente con alta humedad relativa, baja
intensidad luminosa, temperatura constante, escaso intercambio
gaseoso y medios ricos en compuestos organicos, especialmente
sacarosa. Estas condiciones provocan cambios en la morfologia y la
fisiologia de las plantas, que las hacen diferir de las que crecen en

invernaderos o en el campo.
Estrategias para propagacion clonal

Segiin Roca y Mroginski (1993), existen varias vias generales para realizar

la multiplicacion clonal; entre ellas estan:

a. La multiplicacion de brotes de yemas terminales, axilares o laterales.
El punto de inicio en este caso puede estar en los meristemas, las puntas

de los brotes, las yemas, los nudos o los brotes de las yemas en raices.

b. La organogénesis directa. En este caso la formacion del brote
adventicio o de la raiz ocurre en el explante de un 6rgano, o en alguna

parte escindida de la planta.
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c. La organogénesis indirecta. La formacion del brote adventicio o de la
raiz ocurre en este caso en el callo; es obvio que el callo se deriva

inicialmeflte de un 6rgano, tejido u otra parte escindida de la planta.

d. La embriogénesis somatica. Los embriones pueden formarse
directamente en el explante primario, o indirectamente de las células

cultivadas en suspension o en un medio semisolido.
e. Los organos de perennidad, formados en cultivos asépticos.
f. El microinjerto.

g. El cultivo de embriones y esporas.
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Aplicaciones de la biotecnologia en el campo

vegetal

Aplicaciones en especies frutales

La biotecnologia puede contribuir al aumento y mejoramiento de la
produccion de frutales; esta tecnologia permite obtener material de
elevada productividad. Ademas, el cultivo de tejidos ha dado un gran
aporte a la agricultura y constituye una via fundamental en la actividad
cientifico-tecnologica, por lo que el empleo de las técnicas de
propagacion in vitro en frutales resulta una via valiosa para la
multiplicacion, el rescate y la conservacion de estas especies (Montes

et al., 2016).

El uso de técnicas biotecnologicas ofrece la posibilidad de multiplicar
masivamente genotipos valiosos incluyendo los frutales que se
encuentran amenazados, como el marandén (Anacardium occidentale
L.), por lo que puede contribuir al aumento y mejoramiento de la
produccion de especies de importancia econémica. A partir de los
resultados de los tltimos afos, en una gran cantidad de especies
vegetales se ha extendido el empleo de las técnicas biotecnoldgicas, por

lo que resulta valiosa la aplicacién de estas en las especies frutales
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(Kessel, 2008). Otros arboles frutales que han sido propagados
mediante esta técnica es el nogal (Juglans neotrépica) (Rocano, et al.,

2017). Ver tabla 1.
Aplicaciones en especies agricolas

En Ecuador el cultivo agricola es de mucha importancia para miles de
familias ecuatorianas, debido a la demanda nacional e internacional
que se exporta a la Union Europea y Estados Unidos. Por otro lado, los
métodos de propagacion tradicional no garantizan la obtencién de
plantas libres de enfermedades o altos rendimientos al ser propagados
por la via tradicional, producto del ataque de enfermedades. Esto ha
generado la bisqueda de nuevos métodos de propagacién para las

especies agricolas.

A continuacion, se muestran algunas especies agricolas propagadas via
in vitro en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la UTEQ:
Propagacion in vitro de pina

Saucedo et al., (2008) establecieron un protocolo para la propagacion
in vitro de dos variedades de pifa (Ananas comosus (L) Merr),
también determinaron las mejores concentraciones de reguladores de

crecimiento en el establecimiento, multiplicacion, enraizamiento y
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aclimatacién ex vitro. Para el establecimiento de pifia var. Champaka
y Hawaiana la mejor concentracion fue en un medio de cultivo
conformado por la totalidad de las sales del MS suplementado con BAP
(0.5 mgL1); AIB (1.0 mgL) y ANA (1.0 mgL) obteniéndose el 47y 56
% de supervivencia respectivamente. Para la proliferacion de brotes la
mejor concentracion fue un medio de cultivo conformado por la
totalidad de las sales del MS suplementado con 3.5y 4.0 mgL-* de BAP
en la var. Champaka y la var. Hawaiana con 3.5 mgL-* de BAP. Para el
enraizamiento ex vitro y aclimatacion la mejor respuesta al namero de
raices se presento en el testigo (sin hormona) var. hawaiana con un
promedio de 7.25. La mayor longitud se evidenci6 en el testigo (sin
hormona) con 3.55 cm se obtuvo una sobrevivencia de 93.75 % para la
var. Hawaiana y 79.16 % para la var. Champaka. Los mejores
resultados en el enraizamiento y aclimataciones ex vitro de
vitroplantas de pifia se obtuvieron con el testigo en la variedad
Champaka y con la auxina ANA (4cido naptalenacetico) 50 mgLen la

var. Hawaiana.
Propagacion in vitro de malanga

En este trabajo se ensayaron varias concentraciones y combinaciones

de reguladores de crecimiento tanto para el establecimiento y
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multiplicaciéon in vitro de yemas, como para el enraizamiento y
aclimatacién ex vitro de explantes de malanga (Xantomona
sagittifolium (L) Schott.). El 68.75% de las yemas establecidas en un
medio de cultivo conformado por la totalidad de las sales del MS
suplementado con 0.1 mgL* de BAP sobrevivieron sin contaminarse.
En el mejor de los casos, los brotes se multiplicaron 1.91 veces y
crecieron hasta 4.86 cm en el primer subcultivo que utilizo la totalidad
de las sales del MS suplementado con 3 mgL-* BAP + 1.5 mgL-* AIA. En
la fase de enraizamiento y aclimatacion sobrevivieron el 75% de los
explantes testigo, a pesar de que desarrollaron las raices mas largas
(6.92 cm). Con el tratamiento conteniendo 500 mgkg tanto de ANA
como de AIB; sobrevivieron el 80% de los brotes, los cuales
desarrollaron en promedio 9.14 raices de 5.9 cm c/u. Los tratamientos
mencionados, con las concentraciones de auxina mas bajas,
presentaron los mejores resultados para el enraizamiento y

aclimatacion de las vitroplantas de malanga (Saucedo et al., 2008b).
Propagacion in vitro de platano variedad Maqueno

Canchignia et al., (2008) mencionan que la reproduccion in vitro es
un método adecuado para la propagacion masiva de plantas, esta

técnica permite y garantiza una efectividad para la exportacion
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comercial de genotipos seleccionados de musaceas como es el caso de
platano maqueiio. Para el establecimiento aséptico de yemas a nivel in
vitro, el mejor tratamiento de desinfeccion fue al 20% de cloro durante
20 minutos + 0.1% de bicloruro de mercurio por 10 minutos
obteniendo el 100% de explantes sanos. En la multiplicacion la mejor
respuesta se obtuvo con el tratamiento 5 mg L-1 de BAP+1.2 mg L-1
ATA con un valor promedio de 2.5 brotes. La fase de desarrollo el mejor
resultado se logré en el tratamiento compuesto por MS + 20 g sacarosa
+ 1 gde carbon activado. En la aclimatacion y el enraizamiento ex vitro
de las vitro plantas la respuesta se alcanzd en el sustrato tierra de
campo obteniéndose mayor ntiimero de plantas adaptadas, con una
longitud de raiz 6.1 cm, el sustrato conformado por tamo de arroz

origin6 un menor porcentaje de sobrevivencia.

Propagacion in vitro de platano Barraganete y banano

Valery y Orito

Canchignia et al., (2008b) indican que en la propagacion vegetativa de
dos variedades de Banano (Valery y Orito) y una de Platano
(Barraganete), se sometid a diferentes tratamientos hormonales, para
evaluar el nimero de brotes, la concentracion 30 mgl* de BAP

alcanz6 el mayor promedio, con 2.36 brotes para todas las variedades.
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En longitud y diAmetro de brotes, la concentracion que logré el mayor
promedio fue C,, no encontrandose diferencias entre las
concentraciones de 6-BAP y AIA. La variedad que present6 la mayor
longitud y diAmetro de brotes fue el banano Orito con 55.65y 2.97 cm,
respectivamente. El mayor porcentaje de vigor alto de brote lo
demostro el tratamiento con 40 mgL* BAP + 12 mgL* AIA con 24.17%;
el mayor porcentaje de vigor medio lo alcanz6 el tratamiento con 30
mgl* BAP y sin hormona con 72.22%, la supervivencia de cepas, en
las variedades Barraganete y Orito presentaron el 100% de cepas vivas,

superando al banano Valery quien obtuvo un promedio de 91.67%.
Propagacion in vitro de banano Orito

Cruz et al., (2016) establecieron un protocolo para la propagacioén in
vitro de banano variedad Orito (M. acuminata AA), con cuatro fases
(establecimiento, multiplicacién, enraizamiento y aclimatizacion). Se
partié de cormos, a los que se les realizaron los respectivos rebajes
antes de llevarlos al laboratorio. En la primera fase de establecimiento
aséptico de yemas, se control6 eficientemente la contaminaciéon por
microorganismos en el tratamiento T2 (Tween 80 0.1 % con cloro 20
% y HgCl. 0.2 % durante 5 min), obteniendo explantes completamente

libres de contaminaciéon y con un 100 % de supervivencia. Los
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explantes sanos y asépticos fueron transferidos a la fase de
multiplicacion, y mostraron efectos similares en el nimero de brotes
(1.31) para todas las concentraciones estudiadas. La variable longitud
de brote fue de 8.57 cm para el T1 (menor concentracion de BAP 2
mgL* méas AIA 0.43 mgL?'). Los brotes obtenidos fueron
sucesivamente transferidos a un medio de refrescamiento in vitro y al
invernadero para su enraizamiento y aclimataciéon ex vitro en arena.
En esta ultima fase se obtuvo un 100 % de supervivencia, 7 raices por
planta y una altura promedio de 11.40 cm. Las plantas obtenidas por

este método de propagacion fueron vigorosas, sanas y asépticas.
Aplicaciones en especies forestales

Las especies perennes han mostrado mayores obstaculos para su
micropropagacion, en comparacion con las especies anuales. En la
actualidad aun cuando se han logrado importantes avances, todavia se
enfrentan dificultades que generan grandes pérdidas econdémicas

(Yasodha, 2004).

La tendencia mundial actual se origina hacia el establecimiento de
plantaciones forestales comerciales para obtener materia prima mas
homogénea, barata y reducir la presion sobre el bosque natural (Buitrago,

2008). La modificacion genética y otras biotecnologias, pueden tener una
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funcion de importancia en las plantaciones forestales, (Marcucci et al.,

2010).

La biotecnologia ofrece nuevas herramientas que se suman a las clasicas
de la silvicultura, para cumplir dos objetivos basicos del gestion forestal
actual: mantenimiento de la diversidad de los bosques naturales para la
conservacion y la utilizaciéon de los recursos genéticos, y mejoramiento

genético en plantaciones forestales (Martinez, 2001).

El uso de la micropropagacion en especies forestales ha tomado gran
importancia, ya que permite multiplicar individuos de excelente calidad
genética y genotipica, lo que se traduce en menos costos de produccion y
mayores ingresos por la venta del producto final (Gutiérrez, 1996). Sin
embargo, el costo de la planta micropropagada es muy elevado en
relacion con el de la planta de semilla; por ello, los esfuerzos en
propagacion de especies forestales van dirigidos a la busqueda de

técnicas mas eficientes como es la embriogénesis somatica.

En varias instituciones de nuestro pais se han realizado varios
protocolos de micropropagacion in vitro de especies agricolas y
forestales nativas y exoticas, que tienen importancia ecologica y

econOmica (Tabla 1).
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Tabla 1. Instituciones piiblicas y privadas del Ecuador donde se han realizado

diferentes protocolos de micropropagacién in vitro de plantas

Instituciones

Especies

Biogreen

Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo

Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias

Leplant

Neoforests S.A.
Universidad de las Américas
Universidad Central del Ecuador
Universidad de Guayaquil
Universidad de Cuenca
Universidad Estatal del Sur de Manabi
Universidad Nacional de Loja
Universidad Politécnica Salesiana

Universidad San Francisco de Quito

Universidad Técnica Estatal de Quevedo

Universidad Técnica de Machala

Universidad Técnica del Norte

Banano, platano, jatrofa
Cedro

Muséceas, cacao, aji, tomate de
arbol

Arandano, mora, frambuesa,
orquidea, cactus, heliconia,
carnivoras

Teca
Mortifio
Algarrobo, capuli
Café

Nogal

Balsamo, guayacan, madero
negro

Guayacan negro
Tzimbalo, geranio
Tomate de arbol

Banano, platano, orquidea,
heliconia, malanga, pifia, teca

Pina

Anturio, crisantemo,
carnivoras, orquideas, mini
rosa
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Dentro de las especies forestales exoticas de interés econdmico se
encuentra la teca, esta especie ha sido propagada por dos instituciones
a nivel nacional (Neoforests S.A. y la UTEQ) Tabla 1. El protocolo de
propagacion para la teca se lo realizd en el Laboratorio de Cultivo de

Tejidos de la UTEQ, que a continuacion se detalla:

Micropropagacion clonal In vitro de arboles

seleccionados de teca

La teca (Tectona grandis L.F.) es una especie tropical, originaria de la
India, Myanmar y Tailandia; fue introducida en América hace més de
cien afos y se estima que en el mundo se cultivan mas de 3.000.000
de hectareas (Centeno, 1997). En el Ecuador existen aproximadamente
8.500 hectareas, por lo que esta especie se proyectara a ser una de las
maderas méas importantes debido a que presenta un color fascinante,
algo parecido al oro, se utiliza en diversas industrias y tiene gran
demanda para la ebanisteria. Se ha utilizado durante mas de 2.000
anos en su ambito natural, en Asia, como madera de construccion
extraordinariamente duradera, asi como por su excelente estabilidad

y sus cualidades estéticas (Vasquez y Ulloa, 1996).

El cultivo de la teca se ha intensificado enormemente en los Gltimos

10 anos. Hoy dia el aprovechamiento de algunas plantaciones de
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mediana edad (15 afnos) muestra la necesidad de mejorar los
conocimientos y las técnicas de manejo para esta especie de rapido
crecimiento, debido principalmente a la baja productividad y escasa

calidad de los productos (Pérez-Cordero, 2001).

La deforestacion ha provocado el deterioro del bosque natural debido
ala necesidad de obtener recursos del bosque como lefnia, madera fina
y la extraccion de petroleo; éstas son algunas de las causas que han
provocado la pérdida de mas de 300.000 ha de bosque nativo por ano
en el Ecuador, sin que exista la minima posibilidad de recuperarlos
(Sierra, 1994). La explotacion irracional del recurso maderero y la falta
de concienciacion de las personas involucradas en este campo han
provocado que especies como la teca, a pesar de ser exotica e
introducida al pais con fines comerciales, se vean en peligro por el
interés econdmico que ésta despierta basado en la belleza y calidad de

su madera (Vasquez & Ulloa, 1996).

La falta de plantaciones productoras de semilla obtenidas de material
genético seleccionado es otro de los problemas al que se ven abocados
los productores de madera, puesto que las semillas que recolectan o
compran no presentan ninguna certificacion que les garantice exitosos

resultados en la empresa forestal.
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El uso de la micropropagacion en especies forestales ha tomado gran
importancia, ya que permite multiplicar individuos de excelente
calidad genética y genotipica, lo que se traduce en menos costos de
produccion y mayores ingresos por la venta del producto final
(Gutiérrez, 1996). Sin embargo, el costo de la planta micropropagada
es muy elevado en relacion con el de la planta de semilla; por ello, los
esfuerzos en propagacion de especies forestales van dirigidos a la
busqueda de técnicas mas eficientes como es la embriogénesis
somatica. El uso de esta tecnologia, cuando se ha optimizado, permite
tener un alto coeficiente de multiplicacién en cortos periodos de
tiempo, y se dispone, ademas, de un material con buenas

caracteristicas fenotipicas (Gomez et al., 2006).

Ademas, esta técnica permitira incrementar la tasa de multiplicacién
que por la via sexual no se ha logrado (Santos et al., 2013). Otras de las
ventajas, es que puede mantener un alto margen de sanidad y

estabilidad genética del material propagado por esta via.

El principal objetivo de esta investigacion fue: Establecer un protocolo

para la propagacion in vitro de arboles seleccionados de teca.
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Materiales y métodos

La presente investigacion se la realiz6 en el Laboratorio de Cultivo de
tejidos de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, ubicado en los
predios centrales de la Universidad, Km 1 Y2 via Quevedo - Santo

Domingo de los Tsachilas.

Para establecer la metodologia de micropropagacion in vitro de teca se
utilizaron yemas terminales, obtenidas de brotes de arboles adultos
(Figura 1). Las mismas que se seleccionaron, cortaron, desinfectaron y
se establecieron sin ninguna labor de rejuvenecimiento contrario a lo

expuesto por Ramos (2000).

Figura 1: Fuente de explante. (A) Arboles seleccionados por sus buenas
caracteristicas fenotipicas, donadores de explante, (B) Obtencion de yemas

terminales

Las yemas apicales fueron colocadas en agua destilada estéril con

Tween 20 durante 10 minutos, luego se desinfectaron con Cobox
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durante 20 minutos y la altima desinfeccion se la realiz6 dentro de la
camara de flujo laminar con bicloruro de mercurio durante cinco
minutos. Los explantes fueron colocados en sus respectivos
tratamientos, el medio de cultivo utilizado fue MS (Murashige y

Skoog, 1962) (Figura 2).

Figura 2. Yema de teca en medio de cultivo MS

En la fase de establecimiento las yemas fueron colocadas bajo los

tratamientos:
e MS (testigo)
e MS + 0,5 mgL* BAP
e MS + 1,0 mgL* BAP
e MS + 1,5 mgL* BAP

Se utiliz6 un Diseno Completamente al Azar (DCA), con cuatro
tratamientos y ocho repeticiones. Cada frasco fue una repeticion,

provisto de cuatro explantes.
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A los 28 dias se evalu6é numero de brotes contaminados, longitud de

brotes y supervivencia.

En la fase de multiplicacion se utilizaron los siguientes tratamientos:
e MS + 0,5 mgl-' BAP + 0,25 mgL.* KIN
e MS + 1,0 mgL* BAP + 0,50 mgL* KIN
e MS +1,5mgl* BAP + 0,75 mgL* KIN

Se utiliz6 un Diseno Completamente al Azar (DCA), con cuatro
tratamientos y ocho repeticiones. Cada frasco fue una repeticion,

provisto de cuatro explantes.

A los 28 dias se evalué numero de brotes, longitud de brotes y

supervivencia.
En la fase de enraizamiento se utilizaron los tratamientos:
e Sin polvo enraizador (testigo)
e Polvo enraizador con 500 mgKg* ANA + 500 mgKg* AIB
e Polvo enraizador con 1000 mgKg* ANA + 1000 mgKg* AIB

e Polvo enraizador con 1500 mgKg* ANA + 1500 mgKg* AIB
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Se utiliz6 un Diseno Completamente al Azar (DCA), con cuatro

tratamientos 30 repeticiones para cada tratamiento.

Alos 35 dias se evalu6 el porcentaje de plantas enraizadas, nimero de

raices, longitud de raices y supervivencia.

3.3.1.2 Resultados y discusion

La presente investigacion se la realizo en fases cuyos resultados se

detallan a continuacion:

a) Fase de establecimiento

Con el método de desinfeccion utilizado se logré un alto porcentaje de
brotes libres de contaminacion (98%), por lo que se concluyo que el
procedimiento de desinfeccion usado fue acertado, si evaluamos que
el material fue extraido directamente del campo sin pretratamiento ni

rejuvenecimiento. El aviveramiento y rejuvenecimiento en cascada
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son procesos recomendables para disminuir la incidencia de
microorganismos patégenos y la presencia de sustancias como fenoles,
resinas, latex y taninos y asi obtener una respuesta rapida del explante

a los reguladores del crecimiento.

Es importante mencionar que este método de desinfecciéon fue usado
por Monteuuis et al., (1994) y modificado por Ramos (2000) en el
tiempo de exposicion de los explantes con bicloruro de mercurio de 30

a 10 minutos.

Posiblemente la baja contaminacién reportada en esta investigacion se
debi6 a que los explantes recolectados y desinfectados se sembraron
(fase preparatoria) en un medio de cultivo MS sin reguladores del
crecimiento. Después de 15 dias los explantes que no se fenolizaron
fueron transferidos a un medio de cultivo que contenia las sales al 100
%, adicionando diferentes concentraciones de hormonas. Pero para
evitar la fenolizacion de los explantes se adicion6 al medio
antioxidantes como L-cisteina en concentracion de 50 mgL1, 10 mgL-
1 de acido ascoérbico, lo que permitié una supervivencia promedio de
75 % en los tratamientos evaluados. Coincidiendo con Fernandez-
Lorenzo et al., (1999), quienes sefialan que el mayor contenido de

fenoles en los tejidos es un indicador de madurez y la no presencia es
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una senal de rejuvenecimiento. Esto mismo manifiesta Ramos (2000),
quién con un rejuvenecimiento en cascada impidi6 la presencia de

fenoles en el medio de cultivo.

Los problemas de fenolizacion que se presentaron se debi6 a que el
material usado para la transferencia no tuvo ningiin rejuvenecimiento.
Si se evaltia la edad de los explantes se puede observar que provienen
de arboles adultos y por ende siempre habra mayor fenolizacion. Por
esta razon antes del establecimiento se realiz6 una fase preparatoria,
logrando con este procedimiento se elimina la fenolizacion en la fase

de establecimiento.

Roca y Mroginski (1991), indican que el empleo de sustancias
antioxidantes (4acido ascorbico, L-cisteina, entre otros), puede ser
utilizada para el cultivo de explantes con alto contenido de polifenoles,
cuya oxidacion produce oscurecimiento y eventual muerte de los
explantes. En estos casos, también es 1til usar soluciones
antioxidantes durante la preparacion del explante, como también
incubar los cultivos en la oscuridad o a bajas intensidades de luz.
También se suele acortar el intervalo de tiempo entre subcultivos,
como un medio de disminuir los efectos nocivos de la oxidacion de

polifenoles.

39



El carbon activado (0,1 % a 5 %), incorporado al medio, ha mostrado
ser de utilidad en el cultivo de diferentes explantes, posiblemente para

absorber metabolitos toxicos.

Tabla 2. Establecimiento in vitro de brotes de teca bajo diferentes concentraciones

de citoquininas

Tratamientos

Variabl

ariables MS MS+0,5 MS+1,0 MS+1,5
BAP BAP BAP

Long. de brotes 1,23b 1,87a 1,71 ab 1,50 ab

(cm)

Supervivencia (%) 78,13a 71,88a 75,00 a 78,13 a

Concentraciones de citoquininas expresadas en miligramos por litro.

Promedios con diferentes letras presentan diferencias estadisticas (Tukey, P = 0,05)

En relacion con la longitud de los brotes de teca (Tabla 2), la mejor
repuesta se presento con el tratamiento “MS+0,5 mgL-* BAP”, con 1,87
cm, por lo que se demuestra que este medio de cultivo es favorable
para obtener una mayor longitud de brotes. Esta respuesta coincide
con la reportada en estudios realizados en esta y otras especies
vegetales donde se evidencia que la adicion exdgena de citocininas

promueve el rompimiento de la dominancia apical y
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consecuentemente, una activacion del crecimiento de los meristemos
axilares presentes en los explantes cultivados in vitro, propiciando un
aumento en la tasa de multiplicacién por la formacién de nuevos

brotes (Santos et al., 2013).

Es importante mencionar que a medida que se aumenta la
concentracion de citoquininas (BAP) en el medio de cultivo, disminuye
la longitud del brote. Esto indica que concentraciones altas de esta
hormona inhiben el crecimiento de la teca, lo que concuerda con Gupta
et al., (1980), quienes demostraron que con 5 mgL* de BAP en el
medio de cultivo, los explantes se mueren y con concentraciones bajas,

en un rango de 0,1 hasta 2,0 mgL-* se desarrollan los cotiledones.

Sobre esta base, los resultados indican que el mejor tratamiento es el
que contenia una concentracion de 0,5 mgL* BAP en el medio de
cultivo con sales minerales del MS al 100 %, y llevan a rechazar la
hip6tesis que “con 1 mgl* BAP se obtiene un mejor establecimiento in

vitro de apices de teca”.

En cuanto a la supervivencia, no hubo diferencias significativas para

los tratamientos bajo estudio (Tabla 2).

b) Fase de multiplicaciéon
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El objetivo de esta fase fue establecer la mejor concentracion de
citoquininas (BAP Y KIN), para la proliferacion de brotes de teca, en el
material que provino del mejor tratamiento de la fase de

establecimiento, con una longitud de 1,0 — 2,0 cm.

Tabla 3. Multiplicacién in vitro de brotes de teca bajo diferentes concentraciones

de citoquininas

Tratamientos
Variabl
ariables MS + 0,5 MS + 1,0 MS + 1,5
BAP + 0.25 BAP + 0,5 BAP + 0,75

KIN KIN KIN
Numero de brotes 1,58 a 1,95a 1,04 a
Long. de brotes 2,0a 1,9a 1,8 a
(cm)
Supervivencia (%) 81,25 a 71,43 a 78,13 a

Concentraciones de citoquininas expresadas en miligramos por litro

Promedios con diferentes letras presentas diferencias estadisticas (Tukey, P = 0,05)

En la Tabla 3, se observa el nimero de brotes de teca en un medio de
cultivo MS con sales al 100 %, con diferentes concentraciones de
citoquininas. No se reportaron diferencias estadisticas entre
tratamientos, pero numéricamente el mejor para esta variable fue el
tratamiento MS+1,0 mgL* + 0,5 mgL?® KIN el que alcanz6 un
promedio de 1,95 brotes por explante. Estos resultados concuerdan
con (Santos et al., 2013) los cuales utilizaron segmentos nodales de

teca de 2 a 3 cm. Estos resultados también concuerdan con los datos
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obtenidos por Ramos (2000) quien obtuvo el mayor niimero de brotes
combinando BAP y KIN en proporciones 2:1, respectivamente, cuyas
hormonas fueron colocadas en un medio MS suplementado con 1,0
mgL* BAP y 0,5 mgL* KIN, por lo que se acepta la hipotesis que “con
1 mgl* de BAP mas 0,5 mgl.ide KIN se obtiene una mayor

proliferacion de brotes”.

En relacion con la longitud de brotes de teca establecidos en un medio
de cultivo con sales al 100 % con diferentes concentraciones de
citoquininas, no se encontraron también diferencias significativas
entre los tratamientos en estudio. Numéricamente el mejor
tratamiento para esta variable fue el que contenia la concentracion de
0,5 mgl* BAP+0,25 mgl* KIN, en donde se alcanz6 un promedio de
longitud de los brotes de 2,038 cm. estos resultados concuerdan con
los obtenidos por Ramos (2000), quien estudi6 el comportamiento del
numero de entrenudos en los medios de cultivo con diferentes
concentraciones de BAP y KIN, encontrando que el namero de
entrenudos aumentan a medida que disminuyen los niveles de

citoquininas.
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Figura 3. Brotes de teca en fase de multiplicacion in vitro

Con concentraciones mas bajas se obtuvo una mayor longitud de
brotes, ocurriendo lo contrario a medida que se aument6 las
concentraciones de esta hormona, por lo que se infiere que la teca debe
ser multiplicada con concentraciones bajas de citoquinas. Estos
resultados fueron similares a los reportados por Nadgauda et al.,
(1997), quienes emplearon concentraciones menores de citoquininas
(0,2 mg L' BAP y 0,1 mgL KIN), es decir, una relacion 2:1 obtuvieron

una buena respuesta de la teca.

La concentracion de citoquininas combinadas no estimula la division
celular y mas bien estd creando un proceso de inhibicion en el
crecimiento de la planta. Roca y Mroginski (1991), manifiestan que el
carbon activado se ha usado para superar problemas especificos de

oxidacion, los cuales se asocian con el cultivo de tejidos de teca. Por su
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parte Fridborg et al. (1978), indican que la adicién de esta sustancia a
los cultivos embriogénicos promueve su desarrollo cuando este ha sido
inhibido, ya que al parecer absorbe del medio los compuestos fendlicos
las auxinas y citoquininas que inhiben el desarrollo del embrién

somatico.

La supervivencia de los brotes en la fase de multiplicacion no tuvo
diferencia significativa, pero con las concentraciones bajas se obtuvo

una mayor tasa de supervivencia (81,25 %) (Tabla 3).
Cabe indicar que en esta fase no hubo problemas de contaminacién.
c¢) Fase de enraizamiento y aclimatizacion ex vitro

El objetivo de esta fase fue lograr el mayor porcentaje de
enraizamiento ex vitro de los brotes obtenidos de la fase de
multiplicacion, utilizando diferentes niveles de polvos enraizadores
(ANA y AIB), los cuales fueron al umbraculo y colocados en una
bandeja germinadora bajo tanel de polietileno, con sustrato de arena
con riego microjet. Otro objetivo de esta fase fue tratar de mantener
un ambiente estable a las vitro plantas para que no se estresen y por
ende mueran. Ademas, lograr en esta fase buenos resultados puesto

que las plantas aun no tienen su estructura anatomica, fenologica y
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bioquimica totalmente desarrollada debido a que vienen de un

ambiente totalmente estéril y bajo condiciones controladas.

Tabla 4. Enraizamiento in vitro de brotes de teca bajo diferentes concentraciones

de auxinas
Tratamientos

Variables Testigo 500 ANA 1000 ANA 1500 ANA

+ 500 + 1000 +

AIB AIB

1500 AIB

Plantas enraizadas 100 a 100 a 100 a 94 a
(%)
Numero de raices 2,59 a 2,74 a 3,06 a 2,04 a
Longitud de raiz 5,21a 4,91 a 3,02b 2,00 b
(cm)
Supervivencia (%) 90,00 a 63,33 56,67 b 56,67 b

ab

Concentraciones de auxinas expresadas en miligramos por litro

Promedios con diferentes letras presentas diferencias estadisticas (Tukey, P = 0,05)

En la Tabla 4, se observa el comportamiento del porcentaje de plantas
enraizadas ex vitro de las microestacas de teca, donde no se encontr6
diferencia estadistica entre tratamientos. La respuesta de las
microestacas al enraizamiento parece haber sido influenciada por la
presencia y ausencia de las auxinas en los polvos, ya que casi la
totalidad de las plantas que sobrevivieron enraizaron (98,75 %) (Tabla
4), estos resultados concuerdan con Santos et al., (2013) quien observé

un 93,3 %y 100% de enraizamiento de brotes micropropagados de teca
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que fueron trasplantados en turba y arena cuarzitica, respectivamente.
En el testigo se obtuvo la mayor supervivencia (90%) y a medida que
va en aumento la concentracién de auxina disminuye la supervivencia.
Se anota que en esta variable si existid diferencia estadistica entre

tratamientos.

Figura 4. Aclimatizacién y enraizamiento. (A) Vitroplanta de teca en fase de

enraizamiento y aclimatizacién. (B) Plantas enraizadas y aclimatadas de teca

En el mencionado tabla, se observa también la media del nimero de
raices por planta, en donde se utilizé diferentes concentraciones de
auxinas. El andlisis estadistico report6 que no se presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos. Numéricamente el
que mejor respuesta presento fue el tratamiento con 1000 mgKg* ANA
+ 1000 mgKg* AIB en donde este alcanz6 un promedio de raices por
plantas de 3,06. Ramos (2000), obtuvo en la misma concentracion el
mayor nimero de raices (2,0). En esta investigacion se observaron
resultados méas altos que los obtenidos por Ramos (2000), lo que

puede deberse a las procedencias del material. Comparando las dos
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investigaciones se encontraron tendencias similares. A menor
concentracion disminuye el numero de raices y, a mayor
concentracion sucede lo mismo. Con estos antecedentes, la
concentracion optima de auxinas para la proliferacion de raices es el

tratamiento con 1000 mgKg* ANA + 1000 mgKg* AIB.

Al analizar el comportamiento de la longitud alcanzada por las raices
con diferentes concentraciones de polvos enraizadores (Tabla 4), se
reportaron diferencias estadisticas para los tratamientos. El mejor
tratamiento fue el testigo (sin polvo enraizador) con una longitud de
5,21 cm, lo que concuerda con (Castro y Diaz, 2009), quienes
reportaron la formacion de raices en 18% de los brotes sin adicion de

auxinas en el medio.

También se not6 que a medida que se aumenta la concentracion de
auxina, las plantas disminuyen su longitud de raiz. Santos et al., (2013)
afirma que la presencia de altas concentraciones de AIB en el medio

tienden a disminuir el porcentaje de enraizamiento.

Si se revisan las tres fases en estudio sucede lo mismo que a mayor
concentracion de los reguladores del crecimiento vegetal disminuye el

crecimiento de los diferentes 6rganos de la teca.
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Conclusiones

Se logroé establecer un protocolo para la micropropagacion de la teca a
partir de yemas apicales de arboles adultos. En el establecimiento de
yemas de teca la mejor respuesta se encontr6 en un medio de cultivo
suplementado con 0,5 mgl-* de BAP, se alcanz6 una longitud de brotes
de 1,87 cm. Para la fase de multiplicacion la mejor concentracion fué
un medio de cultivo suplementado con 1,0 mgl;* de BAP + 0,5 mgL+
de KIN, donde se obtuvo 1,95 nimero de brotes por vitroplanta. En la
fase de enraizamiento ex vitro, la mejor respuesta para el nimero de
raices se presento en el tratamiento 1000 mgKg* ANA + 1000 mgKg™

AIB.

Los resultados encontrados en el presente trabajo demuestran la
posibilidad de desarrollar protocolos de propagacion de material in
vitro de teca, utilizando técnicas de micropropagacién de yemas
axilares y terminales, lo cual constituye en la actualidad una técnica
para el intercambio de materiales élite entre laboratorios de forma

segura, en espacios reducidos y con seguridad.

Esta técnica es eficiente para la propagacion in vitro de especies
forestales, por esta razon luego de haber desarrollado el protocolo de

micropropagacion in vitro de arboles seleccionados de teca, se
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establecieron en campo las vitroplantas para evaluar su
comportamiento silvicola. Estas evaluaciones de campo permitieron
conocer la sanidad del material, caracteristicas fenologicas del
crecimiento y desarrollo de las vitroplantas. En los cuatro semestres
que fueron observadas las vitroplantas de teca, estas obtuvieron el
mayor incremento en diametro, altura y area basal con respecto a
plantas obtenidas por propagaciéon tradicional. El material vegetal
presento diferencias altamente significativas para los tratamientos. Al
segundo ano de establecidas las parcelas de campo, se obtuvo una
produccion de madera 75 % superior en las vitroplantas cuando fueron
comparadas con las plantas proveniente de tocones de teca. Esta

informacién podria ser publicada en una futura obra.

Este método de propagacion in vitro es la herramienta que permitira
obtener plantas con excelentes caracteristicas: sanidad, alto vigor y

rendimiento de frutos.

Por ultimo, las aplicaciones biotecnologicas inciden de manera
simultanea y novedosa en sectores como: agricola, pecuario, medio
ambiental, industrial y de la salud, y alcanzan progresivamente una

mayor influencia en sectores de gran importancia para la economia
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nacional e internacional, como lo son el farmacéutico, quimico y de

alimentos procesados.
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