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RESUMEN

La caoba es una especie forestal muy cotizada por su madera; amenazada por las
deforestaciones indiscriminadas, el ataque severo de Hypsipyla grandella Zell y la baja
viabilidad de la semilla. Por ello se plante6 el establecimiento de un protocolo de morfogénesis
in vitro a partir de tallos e hipocétilos cultivados in vitro, y tallos y yemas axilares provenientes
de plantulas cultivadas en invernadero. Los explantes fueron cultivados en medio Murashige

y Skoog (1962), suplementado con 30 g.L" de sacarosa y 3 g.L" de phytagel, evaluando la
combinacién de dos auxinas: ANA 'y 2,4-D y dos citocininas: BAP y TDZ, bajo condiciones

de temperatura entre 25-27 °C y 12 horas de fotoperiodo. Se realizaron 10 repeticiones por
tratamiento con 3 explantes/frasco. De los explantes cultivados in vitro, se observé que el
tratamiento constituido por 2,5 mg.L" de BAP y 0,5 mg.L" de ANA mostré el mayor porcentaje
(62 %) de explantes con respuesta morfogénica. El mayor porcentaje de callos se presentd con
1mg.L" de BAPy 0,5 mg.L" de ANA. Los hipocétilos fueron 100 % morfogénicos para todos los
tratamientos. En los explantes provenientes de invernadero se encontré que los tratamientos
constituidos por 3 mg.L" de BAP y 0,5 mg.L" de 2,4-Dy 0,5- 1 mg.L" de TDZ mds 0,5 mg.L"

de 2,4-D mostraron una respuesta morfogénica en segmentos de tallo. En los brotes no hubo
formacion de raices. Los resultados obtenidos abren la posibilidad de iniciar un proceso de
propagacion de caoba via embriogénesis somatica debido a la formacién de callos.

PALABRAS CLAVE: in vitro, morfogénico, explantes, brotes, hipocétilo, citocininas, auxinas.

ABSTRACT

Mahogany is highly valued especie for its listed wood; threatened by indiscriminate
deforestation, severe attack of Hypsipyla grandella Zell and low seed viability. Therefore the
establishment of a protocol for in vitro morphogenesis was raised from stems and hypocotyls
cultivated in vitro, and stems and axillary buds from seedlings grown in greenhouses. The
explants were cultured on Murashige and Skoog (1962), supplemented with sucrose 30 g.L-

1 and 3 g.L-1 of phytagel, evaluating the combination of two auxins: ANA and 2,4-D and two
cytokinins: BAP and TDZ, under temperature conditions between 25 to 27 ° C and 12 hour
photoperiod. Ten repetitions per treatment with 3 explants / jar were established. From in vitro
cultured explants was observed that treatment consisted of 2.5 mg.L" BAP and 0.5 mg.L" NAA
showed the highest percentage (62 %) of explants with morphogenic response. Callus were
submitted to MS media supplemented with 1 mg.L" BAP and 0.5 mg.L" NAA. Hypocotyls were
100 % morphogenic for all treatments. Morphogenic response was found in explants of stem
segments coming from greenhouse under treatments consisting of 3 mg.L" BAP and 0,5 mg.L"
2,4-D; and 0.5t0 1 mg.L" TDZ plus 0,5 mg.L" 2,4-D. There was no root formation in shoots. The
results open the possibility of initiating a process of propagation via somatic embryogenesis in
mahogany due callus formation.

KEY WORDS: in vitro, morphogenic, explants, shoots, hypocotyl, cytokinines, auxins.
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INTRODUCCION

La caoba, es una especie forestal perteneciente

ala familia de las Melidceas, de gran importan-

cia comercial, ya que su madera es muy fina y
cotizada a nivel mundial, utilizada por la eba-
nisteria de lujo. Sin embargo, la explotacién de
la madera es una de las amenazas que enfrenta
la especie, asi como también la destruccion del
héabitat para el desarrollo de actividades urba-
nisticas y agropecuarias (Aymard et al., 2003).
Otra de las causas que ha ocasionado la dis-
minucion de la poblacién en su habitat natural
ha sido el ataque severo del barrenador de las
Melidceas, Hypsipyla grandella Zell (Lepiddp-
tera, Pyralidae). Adicionalmente, esta especie
presenta poca capacidad de regeneracion debi-
do a la baja viabilidad de la semilla, limitando
su conservacion y uso (CONIFOR, 2007).

En Venezuela no se cuenta con estudios
sobre el estado actual de las poblaciones, pero
se infiere una reduccion considerable, sobre
todo en la zona occidental del pais. Es por ello,
que el establecimiento de nuevas plantaciones
forestales ayudaria a evitar que esta especie se
extinga.

El cultivo de tejidos in vitro es una
alternativa de gran relevancia para regenerar
y multiplicar especies forestales que se
encuentren en peligro de extincién como es el
caso de la caoba. La ruta mayormente utilizada
para la regeneracion in vitro de especies
arboreas ha sido a través del alargamiento de

brotes axilares, el cual consiste en cuatro pasos:

a) Establecimiento del cultivo y/o induccién
de brotes; b) Desarrollo y multiplicacidn, c)
Enraizamiento y d) Aclimatacién en vivero
(Villalobos & Thorpe, 1991).

Medina (1995) al igual que Patifio (1997)
sefialan que la via mas idénea para la
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reproduccion artificial de especies forestales
que se encuentren en condicion de extincion
es a través de la micropropagacion in vitro.
Rodriguez (1999) reporta que esta técnica es
factible de aplicar a corto plazo para el sector
forestal y entre sus ventajas se encuentra

la obtencién de un gran numero de plantas
con caracteristicas genéticas similares a la
planta que le dio origen. Sin embargo, estos
autores reportan que la mayor dificultad
para el establecimiento de un protocolo de
micropropagacion, radica en la edad del
cultivo, siendo este un factor critico. Si los
tejidos son jovenes, la propagacion tiene
mayores posibilidades de ser exitosa que con
tejidos maduros (Mroginski et al., 2010).

Sudrez et al. (2006) desarrollaron un
protocolo de micropropagacion para plantas
de roble (Tabebuia rosea), donde la mayor
tasa de multiplicacién se obtuvo mediante
la aplicacién de bencilaminopurina (BAP) al
medio a una concentracion de 4 mg.L'y el
mayor enraizamiento ocurrio en presencia
de &cido naftalenacético (ANA) a razén de 1,2
mg.L™.

Por otro lado, Fonseca et al. (2006)
reportan que la cantidad de callos observados
en segmentos de epicotilo puede variar
dependiendo de la combinacidn de los
reguladores de crecimiento (ANA y BAP).

Por lo anteriormente sefialado, el objetivo
de este trabajo fue establecer un protocolo
de morfogénesis in vitro de caoba (Swietenia
macrophylla King), comparando el efecto de
la combinacidén de dos auxinas (ANA y 2,4-D)
con dos citocininas (TDZ y BAP) a diferentes
concentraciones, con la finalidad de producir
una gran cantidad de plantas que permitan
recuperar esta especie en peligro de extincidn.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio
de Cultivo de Tejidos del Centro de Investiga-
ciones en Biotecnologia Agricola (CIBA), ubi-
cado en el Instituto de Genética de la Facultad
de Agronomia de la Universidad Central de
Venezuela, Maracay.

Se utilizaron como explantes segmentos de
tallo de plantas jévenes, de aproximadamente
tres meses de germinadas, provenientes de
invernaderos del estado Yaracuy y explantes
de hipocoétilo y segmentos de tallo de plantulas
obtenidas a partir de la germinacién in vitro
de semillas recolectadas en las adyacencias
del Instituto de Genética, Facultad de
Agronomia. Las semillas fueron escarificadas
manualmente previo a la siembra in vitro.

Una vez realizado la escarificacién manual,
las semillas fueron sumergidas en una
solucion de hipoclorito de sodio al 70 % (3,5 %
de ingrediente activo “i.a”) por 10 minutos en
constante agitacion, seguido de tres lavados
con agua destilada estéril (ADE) y por ultimo
secadas con papel absorbente estéril. Para
la germinacion in vitro se utiliz6 el medio
de Murashige y Skoog (1962) a la mitad de la
fuerza idnica (1/2 MS).

La desinfeccién de los segmentos de tallo
provenientes de invernadero fueron lavados
con agua y jabon, luego colocados en una
solucidn de benlate (5 ml.L?) por 30 minutos
en constante agitacion, en la caAmara de flujo
laminar se les realiz6 dos lavados con ADE
y posteriormente fueron sumergidos en
una solucion de hipoclorito de sodio al 50 %
(3,5 % i.a) por 20 minutos bajo constante
agitacion, seguido de tres lavados con ADE e
inmediatamente secados con papel absorbente
estéril.
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Los tratamientos a utilizar para la
micropropagacion de ambos tipos de explantes
estuvieron constituido por las sales basicas de
MS (1962), suplementado con 30 g.L! de sacarosa
con diferentes concentraciones de acido a -
naftalenacético (ANA): 2,4 diclofenoxiacético
(2,4-D): bencilamino purina (BAP) y tidiazuron
(TDZ) (Cuadro 1), solidificado con 3 g.L'de
phytagel y pH de 5,8 + 0,2.

Para el enraizamiento de los brotes, se
utilizo las sales basica de MS suplementado con
0,5 mg.L* de Acido indol butirico (AIB).

SIEMBRA DE EXPLANTES PROVENIENTES

DE INVERNADERO

Una vez realizada la desinfeccion de los ex-
plantes, se cortaron segmentos de tallo de
aproximadamente 2 cm, los cuales fueron
implantados en los diferentes tratamientos a
razon de 2 — 3 segmentos por frascos, poste-
riormente tapados y sellados con parafilm y lle-
vados al cuarto de crecimiento a una tempera-
tura entre 25 - 27 °Cy 12 horas de fotoperiodo.

SIEMBRA DE EXPLANTES PROVENIENTES

DE PLANTAS IN VITRO

Se utilizaron como explante segmentos de
tallo de aproximadamente 2 cm de longitud,
colocandose de dos a tres explantes por frasco
de medio para cada tratamiento. Los frascos
fueron llevados al cuarto de crecimiento a
una temperatura entre 25 - 27 °Cy 12 horas de
fotoperiodo.

El ensayo fue establecido bajo un disefio
experimental completamente aleatorizado
con 10 tratamientos, 10 repeticiones por
tratamiento y tres explantes por frasco.

En donde la unidad experimental estuvo
constituida por un frasco.
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CUADRO 1. Tratamientos empleados para inducir la morfogénesis en caoba.

TRATAMIENTOS

REGULADOR DE CRECIMIENTO (MG/L)

BAP ANA 2,4-D TDZ
T1 1 0,5
T2 2 0,5
T3 2,5 0,5
T4 3 0,5
T5 1 0,5
T6 2 0,5
T7 2,5 0,5
T8 3 0,5
T9 0,5 0,5
T10 0,5 1

Las variables evaluadas fueron
porcentaje (%) de explantes con brotes y/o
raices y porcentaje (%) de explantes con
callos. Adicionalmente se consideraron los
porcentajes de contaminacién observados en
los tratamientos evaluados.

RESULTADOS Y DISCUSION

FASE DE INDUCCION MORFOGENICA DE
EXPLANTES CULTIVADOS IN VITRO

En el CUADRO 2 se puede evidenciar que en los
tratamientos 1y 3 (1lmg.L* BAP + 0,5 mg.L!ANA)
y (2,5 mg.L*BAP + 0,5 mg.L'* ANA) respectiva-
mente, mostraron el mayor porcentaje (61 y 62 %)
de emergencia de las yemas [FIGURA 1A], resulta-
dos similares fueron reportados por Tacaronte
et al. (2004) al utilizar los mismos reguladores de
crecimiento pero a diferentes concentraciones
en porciones de tallo de caoba, sefialando que los
vastagos mas vigorosos se obtuvieron en aque-
llos tratamientos que contenian baja concentra-
cion de 6-BAP en ausencia de ANA.

Paladinez (2011) reportd para el cedro que el
mayor numero de brotes/entrenudo y porcentaje
de supervivencia se obtuvieron en explantes
cultivados a 0,5 mg.L* BAP, a diferencia
de Collado et al. (2004) quienes lograron el
establecimiento de vastagos vigorosos de
caoba a una concentracion de 0,2 mg.L1 6-BAP
utilizando para ello segmentos nodales. .

Es importante mencionar que todos los
explantes de hipocétilos sembrados in vitro
fueron 100% morfogénicos [CUADRO 2], con
un promedio de 2 brotes/hipocoétilos [FIGURA
1B]; sin embargo, el mayor numero de brotes
(1,5) resultantes de tallos se obtuvo en los
tratamientos 1 (Img.L* BAP + 0,5 mg.L* ANA)

y 4 (3mg.L* BAP + 0,5 mg.L* ANA). Estos
resultados difieren de los reportados por Flores
(2001) quien obtuvo un promedio de 2,33 brotes/
explante utilizando una menor concentracion
de BAP (0,5 mg.L?), la cual puede estar asociada
con una respuesta genotipica, con el explante

y las condiciones de desarrollo de la planta
madre. Se ha reportado que los requerimientos
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CUADRO 2. Respuesta morfogénica de explantes de caoba cultivados in vitro.

EFECTO DE LOS REGULADORES DE CRECIMIENTO EN LA MORFOGENESIS
IN VITRO DE CAOBA (Swietenia macrophylla KING)... pp. 164—173

Trat. % TM % HM PB/T PB/H % CF % C % S/R
1 61 100 1,5 2 18 14 7,0
2 40 100 1,0 2 0 44 16
3 62 100 1,3 2 4 19 16
4 33 100 1,5 2 0 56 11
5 38 100 1,4 2 0 46 16
6 43 100 1,0 2 0 43 14
7 33 100 0,8 2 0 56 11
8 0,0 100 0,0 2 0 100 0,0
9 0,0 100 0,0 2 0 100 0,0
10 0,0 0,0 0,0 0 0 100 0,0

TM: porcentaje de tallos morfogénicos; HM: porcentaje de hipocétilos morfogénicos;

PB/T: promedio brotes/tallo; PB/H: promedio de brotes/hipocétilo; CF: porcentaje de
callos formados, C: porcentaje de contaminacidn, S/R: porcentaje de explantes sin

respuesta.

[FIGURA 1] |A] Porciones de tallo con presencia de dos brotes o yemas, [B] hipocétilo con brote.
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de citocinina en las plantas cultivadas in
vitro son extremadamente variables ya que
estos reguladores tienen un efecto fisioldgico
importante durante el proceso de desarrollo
de brotes, ademas las respuestas ala
induccion de brotes dependen del contenido
endogeno requerido por la especie y por el
tipo de explante utilizado, es por ello que el
comportamiento de los explantes en la fase
de multiplicacion in vitro requieren de un
adecuado balance enddgeno de reguladores
de crecimiento para asi inducir la divisién y
el alargamiento celular (Carranza et al. 2013;
Mona 2012; Collado et al. 2004).

FORMACION DE CALLOS EN EXPLANTES
CULTIVADOS IN VITRO
El mayor porcentaje de callos (18 %) se presen-
t6 en el tratamiento 1 [CUADRO 2] y esta res-
puesta esta asociada con el tipo de auxinay a
la relacion auxina y citocininas presente en el
medio, lo que demuestra el efecto callogénicos
de ANA en explantes de caoba. Cabe destacar
que estos callos fueron obtenidos a partir de
explantes de tallos. Estos resultados coinciden
con los reportados por Fonseca et al. (2006)
quienes sefialan que alcanzaron un 100 % de
formacién de callos en los explantes al usar
las mismas concentraciones de los regulado-
res de crecimiento.

Se debe resaltar que los tratamientos (T1
y T3) que presentaron el mayor porcentaje
de callos, coinciden con la mayor formacion
de brotes por segmento de tallo cultivados
in vitro; sin embargo, se evidencid que una
relacion auxina citocinina (A/C) cercano a 1
estimula positivamente la formacion de brotes,
estos resultados coinciden con los reportados
por Tacoronte et al. (2004) quienes sefialan
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que la mejor induccién y formacion de brotes
se consigue en un rango de concentracion
comprendido entre 0 — 0,44 mglide ANAy
entre 0-2,56 mgl'de BA. Adicionalmente estos
resultados callogénicos abren la posibilidad de
iniciar un proceso de propagacion de caoba via
embriogénesis somatica.

El porcentaje de contaminacion observado
en los explantes provenientes de condiciones in
vitro fue de 100 % para los tratamientos 8,9y
10; mientras que en los tratamientos 2,4,5y 7
estuvo alrededor del 50 % y en los tratamientos
1y 3 se observd el menor porcentaje (14-19 %)
de ataque por patdgenos (hongos y bacterias).
Estos resultados de contaminacion estan
asociados con la procedencia de la semilla
y condiciones de almacenamiento de las
mismas. Por ultimo, se observaron explantes
sin ninguna respuesta morfogénica [CUADRO 2],
esto pudiera estar relacionado con condiciones
intrinsecas de la especie y con la relacion
auxina/citocinina presente en el medio de
cultivo, lo cual ha sido previamente reportado
por Fonseca et al. (2006) y Tacoronte et al. (2004).

FORMACION DE CALLOS A PARTIR

DE EXPLANTES PROVENIENTES

DE INVERNADERO

Los tratamientos T8 (3 mg.L-1 BAP + 0,5 mg.L-1
2,4-D), T9 (0,5 mg.L-1 TDZ + 0,5 mg.L-1 2,4-D) y
T10 (1 mg.L-1TDZ + 0,5 mg.L-1 2,4 —-D) mostra-
ron una respuesta morfogénica en los segmen-
tos de tallo, evidencidandose mads del 50 % de
induccion de callos en esos tratamientos. Da-
quinta et al. (2002) reportan que a medida que
se incrementa las concentraciones de TDZ en
el medio de cultivo se incrementa la formacién
de callos en dpices foliares y entrenudos de
teca; este grupo ademas reportd que a menor
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concentracion de TDZ los callos adoptan un
aspecto nodular de color verde y apariencia
compacta, diferencia de lo encontrado por
nuestro grupo de investigacion donde los
callos fueron de apariencia friable, inicial-
mente de color blanco y al cabo de los dias se
tornaron marron oscuro [CUADRO 3]. No obstan-
te, no se evidencié la formacion de embriones.
Resultados similares fueron reportados por
Jacome (2012) al evaluar los mismos regula-
dores de crecimiento (2,4-D, TDZ y BAP) en ro-
merillo (Podocarpus oleifolius) pero a diferen-
tes concentraciones y utilizando meristemas
apicales como explante.

E1 TDZ es una citocinina de amplia
actividad morfogénica en tejidos de plantas
maderables la cual puede inducir diversos
tipos de respuestas desde la induccion de
callos hasta la formacién de embriones
somaticos, ya que este citocinina puede
actuar a través de la modulacion de los
reguladores de crecimiento endégenos.
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(Daquinta et al. 2002; Murphy et al., 1998)

Se determing un alto porcentaje de
contaminacion. Estos problemas de
contaminacién estuvieron asociados
posiblemente al inadecuado manejo que
se les dio a las plantas madres y a los
cambios bruscos de temperatura. Biasi et
al. (1994) sefialaron que la presencia de
microorganismos contaminantes, tales como
hongos y bacterias son uno de los elementos
que pueden limitar el establecimiento in vitro
de explantes procedentes de plantas lefiosas.

ENRAIZAMIENTO DE BROTES

OBTENIDOS IN VITRO

Los brotes provenientes de explantes culti-
vados in vitro no se observo respuesta en el
medio de induccién de raices. Sin embargo,
Rodriguez (1999) lograron con este mismo
regulador y concentracion la induccion de
raices; lo cual puede estar asociado con las
condiciones intrinsecas de la especie.

CUADRO 3. Respuesta morfogénica de explantes (segmentos de tallos) de caoba cultivadas en invernadero.
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TM: porcentaje de tallos morfogénicos; PB/T: promedio brotes/tallo;
PB/H: promedio de brotes/hipocétilo; CF: porcentaje de callos formados, C: porcentaje de contaminacion.
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CONCLUSIONES

Se pudo evidenciar que el BAP a concentracionesde 1y

2,5mg.L'en combinacién con el ANA arazon 0,5 mg.L?!

fue la que mejor favorecio el desarrollo de brotes de los

explantes cultivados in vitro. Observandose un 100 % de
morfogénesis en todos los explantes de hipocdtilos sem-
brados, con un promedio de 2 brotes/ hipocétilo.

El tratamiento con 1 mg.L'BA y 0.5 mg.L* ANA fue
el que mostro la mayor respuesta callogénica en los
explantes cultivados; sin embargo al evaluar el origen
del explante (invernadero o material sembrado in vitro),
se evidencio que aquellos provenientes de plantas
sembradas en invernadero respondieron con un 50 % de
induccion de callo para los tratamientos que contenian
BAP (3 mg.L1Y) y TDZ (0,5 y 1 mg.L") en combinacién con
ANA (0,5 mg.L"), esto se presume esta asociado con la
condiciodn fisioldgica de las plantas madres.

Los problemas de contaminacidn estuvieron asociados
con las condiciones de conservacion de las semillas
utilizadas tanto para la siembra in vitro como en
invernadero, por lo que se recomienda evaluar un mejor
protocolo de desinfeccion de las semillas.
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