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RESUMEN

Pavon Banegas, Carlos Fernando. 2001. Evaluacion del uso de apices meristematicos y explantes
cotiledonares e hipocotiledonares en el establecimiento in vitro de Tabebuia rosea (Bertol) DC
(macuelizo). Proyecto Especial del Programa de Ingeniero Agronomo, El Zamorano, Honduras.
53 p.

La Tabebuia rosea es una especie de mucha importancia, que se distribuye por toda Mesoamerica
y se usa como: ornamental, madera y medicina natural. La micropropagacién no se ha aplicado a
esta especie por esto el laboratorio de Cultivo de Tejidos de Zamorano se realizé un estudio para
evaluar el uso de 4 partes tipos de explantes iniciales obtenidos a partir de vitroplantulas para el
establecimiento in vitro de Tabebuia rosea. El ensayo se dividio en cinco fases: Experimento 1, se
evalio el establecimiento in vitro de explantes cotiledonares, hipocotiledonares y de hojas
verdaderas en un medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) con 8 uM de Bencilaminopurina
(BAP). Para los explantes cotiledonares y de hojas verdaderas, se evaluo el efecto del método de
siembra (polar y apolar) y la presencia o ausencia de corte. El experimento tuvo un arreglo
factorial incompleto de 9 tratamientos en total. Se obtuvo mayor Porcentaje de Tejido Callogénico
(PC) en los explantes cotiledonares con siembra apolar. La realizacion de corte no se recomienda.
Las hojas verdaderas mostraron alto Porcentaje de Oxidacion (PO) lo que afecta su regeneracion.
Experimento 2a, se evaluo el establecimiento in vitro de apices meristematicos con utilizacion de
cinco niveles de BAP (0, 5, 10, 15, 20 uM) en un medio de cultivo Gamborg (BS5). Se encontrd
mayor Numero de Brotes por Explante (NBE) y con una Altura por Brote (APB) adecuada en los
apices sembrados en el medio de cultivo con 10 uM de BAP. Experimento 2b, se evalto el
enraizamiento in vitro de las porciones apicales y rebrotes de los apices sembrados en el 2a con
utilizacion de 15 uM de Acido Indolebutirico (AIB) en un medio de cultivo BS. El nivel de AIB
utilizado no estimul6 la diferenciacion radical en los explantes. Experimento 3a, se evalto el
establecimiento in vitro de explantes cotiledonares e hipocoétiledonares con utilizacion de tres
niveles de Acido 2,4-diclorofenoxyacetico (2,4-D) (0, 0.9, 1.8 uM) y cuatro niveles de BAP (0, 5,
10, 15 uM) en un medio de cultivo B5. El experimento tuvo un arreglo factorial completo de 24
tratamientos en total. Los dos tratamientos con mayor PC fueron: Cotiledones con 2,4-D a razén
de 0.9 uM e hipocétilos con 2,4-D y BAP a razén de 0.9 uM y 5 uM respectivamente.
Experimento 3b, se evalto la multiplicacion in vitro del tejido callogénico de los dos tratamientos
de mayor PC del 3a con la utilizacion de cinco niveles (0, 2.25, 4.5, 6.75, 9 uM) de 2,4-D en un
medio de cultivo B5. El experimento tuvo un arreglo factorial completo de 10 tratamientos. Los
dos tratamiento sin presencia de 2,4-D mostraron las mayores tasas de multiplicacion. En
conclusion, el cultivo de apices meristematicos es una alternativa factible para propagar la especie,
ya que se obtuvo proliferacion de brotes basales y nudos que aumentan el material vegetal
disponible para la multiplicacion masiva. Los explantes cotiledonares e hipocotiledonares
mostraron adecuada formacién de tejido callogénico y se puede utilizar como explante para la
induccion de morfogénetica.

Palabras claves: AIB, BAP, callogénico, micropropagacion, morfogénetica, oxidacion, 2,4-D.

Abelino Pitty, Ph.D.
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NOTA DE PRENSA

Micropropagacion de Macuelizo (Tabebuia rosea) Arbol Nacional de Republica El
Salvador

La micropropagacion o cultivo de tejidos representa una nueva alternativa muy productiva
para obtener una produccion masiva de macuelizo, especie que habita toda Mesoamérica.
Es un arbol de gran importancia y con multiples usos: ornamental, por tener una flor
rosada muy llamativa; forestal, por poseer madera con buenas caracteristicas fisicas y de
trabajabilidad, 1til en la construccion y ebanisteria; ademas, puede utilizarse como
medicina natural.

La especie recibe diferentes nombres segun la zona geografica, donde se encuentre: Flor
de mayo, flor rosada, maquilisguath, san juan, roble, macuelizo. La forma tradicional de
su propagacion es por medio de semillas, pero la micropropagacion permite el uso de
partes pequefias del arbol para obtener plantas completas. El Laboratorio de Cultivo de
Tejidos de Zamorano realizé una evaluacion del uso partes de vitroplantulas de macuelizo
para identificar cuales secciones se adaptan al proceso de micropropagacion, entre ellas:
los apices meristematicos, cotiledones, hipocoétilos y las hojas verdaderas.

Los &pices meristematicos demostraron buen establecimiento in vitro pues desarrollaron
brotes basales y mayor numero nudos, material que sirve para la multiplicacion masiva.
Los cotiledones e hipocétilos presentaron una alta formacion de tejido callogénico que se
puede utilizar para la fase de induccién morfogénetica. Las hojas verdaderas presentaron
alto porcentaje de oxidacion y no representan un buen explante para el establecimiento in
vitro de la especie.

Lic. Sobeyda Alvarez
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1. INTRODUCCION

1.1 DEFINICION DEL PROBLEMA

Debido a las actividades de poblacion mundial se han afectado los ciclos naturales del
ambiente, esto afecta las tasas de regeneracion de las especies en los ecosistemas y
provoca problemas de pérdida de especies y degradacion de la base genética. Las especies
forestales son bastante afectadas por la presion de la poblacién debido a su alto valor
econdémico.

En las areas tropicales es donde se concentra la mayor biodiversidad y donde mayor
poblacion depende de los recursos forestales para obtener bienes y servicios. En estas
areas existen factores sociales, econdmicos y politicos que han incentivado la explotacion
de los recursos y se estima una tasa de deforestacion de 17 a 20 millones de hectareas
anuales (FAO, 1997).

La capacidad de regeneracion natural en arboles es menor que la de otras especies
vegetales, debido a que: la madurez reproductiva de los arboles se logra después de
periodos largos de tiempo usualmente de 12 afios; las semillas presentan problemas de
baja viabilidad y latencia; esto se suma a que pocos estudios han sido realizados en
métodos vegetativos de propagacion.

El presente estudio de cultivo de tejidos se realizard para la especie Tabebuia rosea
(Bertol) DC, que pertenece a la familia Bignonaceae (Orden: Scrophulariaceae). La
especie tiene su origen en mesoamérica y es catalogada como madera semipreciosa. Esta
madera consta de buenas caracteristicas fisicas y de trabajabilidad, y es una madera con
gran variedad de usos. Esta especie también es muy conocida por tener una floracion color
rosado muy llamativa que se concentra en una época del afio por lo que se le conoce como
“flor de mayo™.

1.2 ANTECEDENTES

Anteriormente, los procedimientos de propagacion de forestales no eran de gran interés
comercial como lo era para otras especies alimenticias u ornamentales, pues existia
abundancia en individuos y especies, pero actualmente, debido a la alta explotacion del
bosque, la aplicacion de procedimientos y técnicas de micropropagacion esta teniendo
gran auge en especies forestales.



Segin George (1996), en cultivo de tejidos los forestales mas estudiados han sido las
coniferas de zonas templadas dentro del grupo de las gimnospermas, comparado a las
especies de hoja ancha, que tienen gran importancia en los tropicos y de las cuales no hay
muchos estudios realizados. En cuanto a Tabebuia es un gimnosperma y no se han
reportado estudios anteriores en cultivo de tejidos.

El método de propagacion convencionalmente usado para forestales ha sido el de brotes
adventicios, pero la embriogénesis somatica se vislumbra como el método de propagacion
a futuro para arboles forestales (Bueno y Manzanera, 1992)

1.3 JUSTIFICACION

La importancia de este trabajo radica en que contribuira a:

— Propagar masivamente de genotipos con buenas caracteristicas, que pueden ser de
interés para la produccion de articulos de madera semipreciosa.

— Facilitar el traslado de germoplasma de la especie entre zonas geograficas o entre
paises.

— Proveer un suministro continuo de plantas en cualquier época del afio.

— Contribuir a conservar material vegetal in vitro.

— Contribuir de base para continuar estudios en la misma especie.

1.4 LIMITES
En el estudio se evalu6 material proveniente de plantulas germinadas in vitro. Para la
introduccion de semillas al laboratorio y su posterior germinacion in vitro se realizaron

pruebas preliminares de desinfeccion.

Entre los factores que se consideraron para este estudio: tipo de explante, tratamientos al
explante, el tipo y la concentraciéon de hormonas en los medios de cultivo.

La micropropagacion es una actividad que requiere instalaciones y equipos especificos,
también alto uso de mano de obra comparado con la propagacion convencional, por lo

cual es necesario determinar el costo de su aplicacién a las especies para conocer su
factibilidad econdmica.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Generales

e Evaluar el uso de apices meristematicos en el establecimiento in vitro de Tabebuia
rosea.



Evaluar el uso de explantes cotiledonares, hipocotiledonares y hojas verdaderas
procedentes de vitroplantulas en el establecimiento in vitro de Tabebuia rosea.

1.5.2 Especificos

1.5.2.1 Siembra de semilla sexual

Validar un método de desinfecciéon de semilla genética de Tabebuia rosea para su
germinacion in vitro y obtencion de vitroplantulas.

1.5.2.2 Apices meristematicos

Evaluar el efecto de niveles de la citoquinina BAP en el establecimiento e induccion
de brotacién en el establecimiento in vitro de apices meristemdticos de Tabebuia
rosea.

Evaluar la auxina AIB en el enraizamiento de apices meristematicos de Tabebuia
rosea

1.5.2.3 Cotiledones, hipocdtilos y hojas verdaderas

Determinar el tipo de hormona mas apropiado para el establecimiento in vitro de
explantes cotiledonares, hipocotiledonares y de hojas verdaderas procedentes de
vitroplantulas de Tabebuia rosea.

Determina los niveles de hormona mas apropiados para el establecimiento in vitro de
explantes cotiledonares, hipocotiledonares y de hojas verdaderas procedentes de
vitroplantulas de Tabebuia rosea.

Evaluar la tasa de regeneracion segun el método de siembra de explantes cotiledonares
y de hojas verdaderas.

Evaluar la tasa de regeneracion seglin la presencia o ausencia de cortes en el tejido
para explantes cotiledonares y de hojas verdaderas.

Evaluar el 2-4,D en la multiplicacion in vitro de callo de los tratamientos evaluados en
la primera etapa.

Para cumplir con los objetivos del estudio fue necesario realizar diferentes experimentos
que se presentan estructurados en forma individual (Cuadro 1); al finalizar se dan las
conclusiones y recomendaciones generales del estudio.



Cuadro 1. Experimentos realizados para la evaluacion del uso de apices meristematicos y explantes cotiledonares e hipocotiledonares
en el establecimiento in vitro de Tabebuia rosea. Zamorano, Honduras, 2001.

No. Experimento Material vegetal Medio Hormona Variables
Siembra in vitro de semilla sexual de Tabebuia rosea para | Semilla sexual Knop modificado .
- . . Contami-
la obtencion de vitroplantulas. - -,
nacion
1 Efecto del tipo de explante, método de siembra y la Explantes Murashige y
presencia o ausencia de corte en el establecimiento in vitro, | cotiledonares, Skoog al 50% de
. ., .. L . . . BAP PC, PO,
induccion callogénica y morfogénetica de Tabebuia rosea. |hipocotiledonares, y | macros 1
. (8 uM) y PV
de hojas verdaderas
2a Efecto de la Becilaminopurina (BAP) en el establecimiento | Apices Gamborg B5
. . .y ., ;. . L, 2
inir lnlonginy o rotackn do s | merismiies bap |
) p P (0,5,10,15,20 uM) | NBE, APB
Tabebuia rosea.
2b Efecto de acido indolebutirico (AIB) en el enraizamiento in | Regiones apicales y
vitro de Tabebuia rosea. rebrotes de los apices AlIB
meristematicos del 2a. (3 uM)
3a Efecto del acido 2,4diclorofenoxyacetico (2,4-D) y de la Explantes BAP
Becilaminopurina (BAP) en el establecimiento in vitro, cotiledonares e (0,5,10,15 uM)
induccion callogénica y morfogénetica de explantes hipocotiledonares
cotiledonares e hipocotiledonares de Tabebuia rosea. 2,4-D
(0,0.9, 1.8 uM) PC, PO,
3b Efecto del acido 2,4diclofenoxyacetico (2,4-D) en la Tejido callogénico del yPV'!
multiplicacion in vitro de tejido callogénico obtenido a 3a. 2,4-D
partir de explantes cotiledonares e hipocotiledonares de (0,2.25,4.5,
Tabebuia rosea. 6.75, 9 uM)

"Ver siglas utilizadas (Anexo 1).
2Ver foto material vegetal utilizado (Anexo 2).




2. REVISION DE LITERATURA

2.1 DESCRIPCION DE LA ESPECIE

2.1.1 Taxonomia

Orden: Scrophulariaceae

Familia: Bignonaceae

Nombre cientifico: Tabebuia rosea (Bertol) DC

Sindénimos: Tecoma evenia, Couralia rosea, Tecoma rosea.

Nombre comercial internacional: Apamate

Nombres comunes: Flor morada (Colombia), guayacan flor rosada, macuelizo (América
Central), palo de rosa (México).

La familia bignonaceae cuenta con 100 —120 géneros y 650-800 especies, distribuidas en
el nuevo continente en su mayor parte. El género mas importante es Tabebuia con 100
especies todas en los tropicos americanos (Woodland, 1997)

2.1.2 Botanica

Es un arbol de 30 m de altura, con un diametro de 100 cm que presenta gambas y base
acanalada. El fuste es recto y cilindrico. La corteza es café¢ palido y tiene fisuras verticales.
La copa es redonda y densa. Las hojas digitadas y opuestas. La inflorescencia es atractiva
con flores grandes, campanuladas, de color rosado a rosado palido. La etapa de floracion
es de diciembre a mayo. El fruto es una capsula larga, cilindrica con semillas aladas
(Woodland, 1997)

2.1.3 Distribucion y habitat

La especie se caracteriza por adaptarse a una variedad habitats. Su distribucion es desde
México hasta el Norte de Sudamérica. Puede hacerse dominante en tierras bajas
inundadas, asi como en las regiones montafiosas con precipitacion de 1000 a 1500 mm al
afio. Se le encuentra hasta los 1200 msnm. Las temperaturas para su desarrollo dptimo
oscilan entre 20 y 27 °C (INIA, 1997).



2.1.4 Usos

La especie Tabebuia rosea, por ser una de las maderas mas importante de Centroamérica,
y por su excelente calidad, fue nombrada arbol nacional de la republica de El Salvador.
Esta especie tiene multiples propositos: Construccion, ebanisteria, acabado de interiores,
construcciéon de botes y herramientas manuales. También puede usarse como arbol
ornamental por su vistosa flor rosada. Hay partes del arbol que se usan como medicina
popular, en Costa Rica acostumbran a hervir las flores, hojas y raices para aliviar efectos
de las mordeduras de serpientes y fiebre. En México, la corteza se utiliza contra el cancer
uterino y las ulceras. Existe una droga vegetal conocida como radex, cortex o flos que se
obtiene de esta planta (Bernal y Correa, 1989).

2.1.5 Propagacion convencional

La especie Tabebuia rosea se propaga convencionalmente por semilla, las cuales se
deben recolectar directamente de los arboles. También es posible establecer la plantacion
a través de plantones con raiz y sin hojas (CATIE, 1997). No se han reportado estudios de
micropropagacion para esta especie.

2.2 MICROPROPAGACION DE ESPECIES FORESTALES

La micropropagacion consiste en producir plantas a partir de porciones muy pequeias de
ellas, de tejidos o células cultivadas asépticamente en un recipiente donde se puede
controlar las condiciones de ambiente y la nutricion (Hartman y Kester, 1997). Tales
técnicas y procedimientos no se han podido aplicar con el mismo éxito a las especies
lefiosas por lo que ha llevado a los investigadores a elucidar el problema (CIAT, 1991).

Segun George (1996), las especies de arboles que han sido mas estudiadas en cultivo de
tejidos son las gimnospermas, en cuanto a nimero de especies en comparacion con las
especies de hoja ancha.

Los métodos de micropropagacion de especies forestales tradicionalmente empleados son
los que usan produccion de brotes axilares o adventicios; Esta técnica se deriva de la
propagacion de plantas herbaceas y no responde a las caracteristicas de los forestales por
tener menor vigor y rebrote. La embriogénesis somatica que es en general mas productiva,
es una técnica prometedora para estos cultivos (Henke ef. al. 1985). La embriogénesis
somatica se vislumbra como el método de propagacion a futuro para arboles forestales.
(Bueno y Manzanera, 1992)

2.2.1 Cultivo de apices meristematicos

En este método se aisla un apice del vastago, a partir del cual se desarrollan las yemas
axilares, bajo la influencia de una alta concentracion de citoquininas (Pierik, 1987). Se
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espera que cada yema axilar pueda separarse y enraizarse. En teoria las ramas axilares
pueden producir brotes axilares a perpetuidad.

Los medios nutritivos utilizados para cultivar los apices meristematicos varian para cada
especie. Pero segun George (1996) utilizando este método para especies lefiosas se ha
encontrado mayor éxito utilizando medios en los cuales el nivel de nitrégeno es Y4 al
utilizado en el medio Murashige y Skoog.

En la etapa de establecimiento se combina el uso de citoquininas con auxinas, aunque
muchas especies se pueden someter directamente a la etapa de multiplicacion donde se
usan citoquininas en una alta concentracion. Segun CIAT (1991), la induccién de sistema
radical en angiospermas ha presentado problemas y la tendencia actual es la de enraizar
en condiciones no estériles, en sustratos como la agrolita, vermiculita y otros.

El cultivo de apices es el método que ha mostrado resultados positivos para la produccion
masiva de forestales como Camellia japonica y Camellia sasanqua donde se reportan
niveles de 0.5 y 1 mg/L de BAP como los mas adecuados para la etapa de multiplicacion y
de 1 mg/L de AIB para la etapa de enraizamiento (Samartin, 1990). En Eucalyptus spp. se
reporta el uso de una concentracién de 1 mg/L de BAP para la etapa de multiplicacion. El
rango de niveles de hormona varia ampliamente dependiendo del cultivo y de la etapa en
el proceso (George, 1996).

2.2.2 Cultivo de callo

Un callo es basicamente un tejido tumoral, mas o menos organizado, que generalmente
surge sobre heridas de 6rganos y tejidos diferenciados. Para inducir la formacion de callo
es comun la adicion de reguladores exdgenos de crecimiento y se deben de conocer las
exigencias de tipo de regulador, concentracién y proporcion auxina:citoquinina (Pierik,
1987).

La proliferacion de callo se puede comenzar de cualquier 6érgano vegetal o sus partes. En
general, los callos derivados de embriones y plantulas tienen un mayor potencial para la
morfogénesis. También es importante el estado fisiologico y la edad de la planta donadora
de callo, siendo recomendable utilizar plantas jovenes y con crecimiento activo. (Hurtado
y Merino, 1987)

Un balance entre reguladores de crecimiento auxinas y citoquininas es cominmente
requerido para inducir la diferenciacion y morfogénesis en el callo (Figura 1). La
interaccion es compleja y usualmente hay mas una combinacion de dos sustancias da
optimo resultados. (Bhojwani y Razdan, 1983).



Alta Baja
Formacion de raiz adventicias

Embriogénesis
Formacion de brotes adventicios
Baja Alta

Figura 1. Efecto de las auxinas y citoquininas en las respuestas morfogénetica in vitro en
tejido callogénico (George, 1993).

2.2.3 Embriogénesis Somatica

Seglin Pierik (1987), se definen como embriones somaticos los iniciados a partir de
células somaticas o vegetativas y que no son el producto de la fusion de gametos. Son
estructuras bipolares con un eje radical-apical, y no poseen conexion vascular con el tejido
materno; las estructuras bipolares deben ser capaces de crecer y formar plantas normales.

2.2.3.1 Embriogénesis Directa. En la embriogénesis directa la formacion de embriones
somaticos ocurre directamente a partir del explante. Segun George (1996) la
embriogénesis via directa es poco comun; Se ha empleado para propagacion de especie
lefiosas como Camellia japonica, usando como explante los cotiledones de vitroplantulas.
En Quercus spp. se presenta con el uso de embriones cigdticos inmaduros (Manzanera,
1990). En quercus suber se presentd embriogénesis directa, con utilizacion de explantes
de embriones cigéticos usando niveles de 2.3 a 4.5 uM de 2-4,D (Manzanera, 1990).

2.2.3.2 Embriogénesis Indirecta. En esta via de regeneracion, primero se induce la
formacion de tejido callogénico y los embriones somaticos se originan a partir de este. Se
necesita de una auxina para la iniciacion de callo embriogénico. Usualmente se emplea el
2,4-D, el cual aparentemente brinda el estimulo o inicia la embriogénesis somatica en el
callo. La maduracioén y germinacion no ocurre en presencia de 2-4,D por lo que esta debe
ser removida o reducida una vez que se ha estimulado la formacién de los embriones
somaticos. La induccion de embriones se da en condiciones de presencia de nitrogeno
reducido (CIAT, 1991).

Segun George (1996), el intercambio entre periodos de oscuridad con luz provoca
reacciones que favorecen la respuesta a produccion de los embriones somaticos en el
callo. La hormona mas usada para embriogénesis es el 2-4,D, en niveles aproximados a
12.24 uM para la etapa de induccion y de 2.78 uM para la etapa de germinacion.

La embriogénesis indirecta se emplea en la propagacion de especies forestales como
quercus robur, empleando embriones sexuales inmaduros como material inicial. Se usa
2,4-D como regulador exdgeno inductor en niveles de 0.5 a 1 mg/L (Bueno y Manzanera,
1992). La especie forestal quercus robur presentd embriogénesis somatica indirecta en
embriones cigoticos inmaduros, lo cual no se observo cuando se us6 material maduro. Es
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importante la sincronizacion y la individualizacidén de los embriones para obtener buena
germinacion (Manzanera, 1990).

En quercus suber se reportd embriogénesis indirecta con la iniciacion de callo a partir de
los explantes hipocotiledonares, utilizando niveles de 2.3 a 4.5 uM de 2-4,D (Manzanera,
1990). Para la especie quercus suber, los embriones cigoticos produjeron mayor cantidad
de callo a partir de partes del hipocotilo que del cotiledon, aunque los cotiledones también
produjeron callo (Bueno, 1992).

2.2.4 Organogénesis

La organogénesis comprende el desarrollo de yemas adventicias o de meristemas radicales
a partir de los explantes directamente o a partir de callo. La diferenciacion de yemas se da
cuando el medio tiene alta relacion citoquininas: auxinas, y de raices cuando esta relacion
es baja (CIAT, 1991).

2.2.4.1 Organogénesis Directa. La organogénesis directa comprende el desarrollo de
yemas adventicias o de meristemas radicales directamente a partir de los explantes (CIAT,
1991). Se presenta en la especie forestal populus tremula en la cual se indujeron brotes
directamente del explante; para la etapa I se utilizé 2,4-D y BAP a una concentracion
promedio de 3.85 uM y 16.16 uM respectivamente, y para la etapa Il se utiliz6é 2-4,.D y
BAP arazén de 0.45 uM y 1.3 uM respectivamente (George, 1996).

2.2.4.2 Organogénesis Indirecta. La organogénesis indirecta comprende el desarrollo de
yemas o de meristemas radicales a partir de tejido callogénico (CIAT, 1991). Las raices y
los vastagos se forman por lo general de forma completamente independiente unos con
respecto a los otros, es decir, no existe conexion entre ellos, aunque se originen a partir de
un callo al mismo tiempo (Pierik, 1987).

Esta via de regeneracion se reporta para la especie A/bizia lebbeck utilizando explantes de
hipocotilos, cotiledones y raices (George, 1996). En la especie Drimys winteri se utiliza
como material inicial segmentos de entrenudos de 3 mm, de plantas de invernadero de tres
afios de edad y se obtienen brotes adventicios a partir de callo (Jordan y Cortes, 1981).

2.2.5 Daiios bioldgicos del cultivo

2.2.5.1 Oxidacion. La oxidacion es un fendmeno que produce el oscurecimiento y
eventualmente la muerte del explante, siendo un problema comun en la propagacién in
vitro (CIAT, 1991). La oxidacion ocurre a través de la accion de enzimas que contienen
cobre, las cuales estan presentes o son sintetizadas en los tejidos vegetales. Estas
sustancias al estar en el substrato y en condiciones adecuadas son liberadas. La naturaleza
de las sustancias es incierta, pero se sabe que usualmente son combinaciones de
compuestos fenolicos complejos (George, 1996).
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La oxidacion en las primeras etapas del cultivo interfiere con el desarrollo adecuado del
explante, por lo que es necesario prevenirla. Hay muchas posibilidades de prevencion
como: Minimizar el dafio causado al explante en la siembra, transferencias frecuentes a
un medio fresco, bajar la luminosidad, uso de antioxidantes (George, 1996)

2.2.5.2 Vitrificacién. Se conoce como la hiperhidratacion de los tejidos y esta asociada
con altos niveles de citoquininas y con el uso de material joven. La vitrificacion es
fundamentalmente resultado de un exceso de humedad en el tubo de crecimiento o la
utilizacion de un agente gelatinizador no apropiado (Pierik, 1987). La vitrificacion puede
prevenirse utilizando un medio de cultivo de potencial osmotico apropiado. Esto se logra
manejando los niveles de azucar, citoquininas y el tipo de agar que se utilice (George,
1996).
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3. SIEMBRA IN VITRO DE SEMILLA SEXUAL DE Tabebuia rosea
PARA LA OBTENCION DE VITROPLANTULAS

3.1 OBJETIVOS

e Validar un método de desinfecciéon de semilla genética de Tabebuia rosea para su
germinacion in vitro y obtencion de vitroplantulas.

e Obtener vitroplantulas de Tabebuia rosea por medio de la germinacion de semillas
bajo condiciones in vitro, para utilizarlas como fuente de material vegetal para el
establecimiento de experimentos de propagacion in vitro por vias directas e indirectas.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Localizacion

El estudio se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Micropropagacion de
Zamorano. El laboratorio cuenta con las diferentes areas requeridas para realizar estas
labores: area de desinfeccion y preparacion de medios de cultivo, cuarto de transferencias
y cuarto de crecimiento. Cada una de estas areas esta equipada con los instrumentos de
laboratorio adecuados.

3.2.2 Area de preparacion de medios de cultivo

La preparacion de los medios es una de las actividades prioritarias pues el medio de
cultivo brinda los factores determinantes directos para la regeneracion del tejido vegetal.
El uso de instrumentos y cristaleria en esta area es amplio. Se utilizaron instrumentos de
medicion como bikers, balones aforados, pipetas para ajustar la concentracion de
compuestos quimicos y la cantidad de agua destilada a agregar.

Para todos los experimentos, una vez que se prepard el medio de cultivo, se vertido en
tubos de ensayo de 25 x 150 mm con la ayuda de jeringas automaticas dosificadoras,
colocando 10 ml por contenedor. Los tubos de ensayo fueron previamente rotulados con el
fin de llevar a cabo un registro de datos adecuado.
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Para asegurar la inocuidad del medio se esterilizaron los tubos con medio en un autoclave
durante 20 minutos a una temperatura de 121°C y presion atmosférica de 1.06 kg/cm® o 15
psi. Al salir los tubos del autoclave fueron colocados en refrigeracion hasta el momento de
siembra.

3.2.3 Cuarto de transferencias

Esta es un area critica para el establecimiento de cultivos estériles. El tipo de camara de
flujo laminar utilizada fue de flujo horizontal. Al momento de la siembra el personal
utilizo vestuario adecuado para evitar ser una fuente de contaminacion.

Para desinfectar las camaras de flujo laminar se utiliz6 como agente desinfectante alcohol
etilico al 70%, que se asperjé sobre toda la superficie del area de trabajo. Para la
manipulacion de los tejidos se usaron pinzas previamente esterilizadas. Al finalizar cada
siembra se coloco la fecha a cada contenedor.

3.2.4 Camara de crecimiento

La camara de crecimiento donde se mantienen en incubacion todos los cultivos tiene las
siguientes condiciones: Temperatura de 24 = 1 °C, fotoperiodo de 16 horas luz y una
intensidad luminica de 54 uM/m”/seg. La estanteria es de madera y la fuente de luz es
fluorescente del tipo “"cool white” ubicada a 1.6 pies (50 cm) de los recipientes de cultivo.

3.2.5 Material Vegetal

Como material vegetal inicial se utiliz6 semillas sexuales provenientes del banco de
germoplasma de ESNACIFOR con un porcentaje de germinacion de 93%. Esta semilla se
mantuvo en condiciones de refrigeracion hasta el momento de la siembra.

3.2.6 Desinfeccion

Para proceder a la desinfeccion de las semillas, se les cortd la parte alada para reducir el
volumen y la probabilidad de contaminacion. Posteriormente se sumergieron 250 semillas
en 500 mL de una solucion de hipoclorito de calcio Ca(OCl), al 0.5% por 30 minutos.
Este tratamiento de desinfeccion fue utilizado por Espinosa (2001) con muy buenos
resultados y concuerda con el citado por Thorpe (1981) para desinfeccion de semillas.
Finalmente, a nivel de la cdmara de flujo laminar se realizaron tres enjuagues de 1 minuto
cada uno con agua destilada estéril.
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3.2.7 Medio de Cultivo

La siembra de la semilla se realiz6 en el medio de cultivo Knop modificado (Cuadro 2) sin
la adicién de reguladores de crecimiento. Este medio de cultivo brinda el substrato
necesario para la germinacion de la semilla y los nutrientes basicos para lograr el
desarrollo de la vitroplantula.

Cuadro 2. Composicion del medio Knop modificado utilizado en la siembra in vitro de
semilla sexual de Tabebuia rosea, para la obtencion de plantulas. Zamorano Honduras,

2001.
Componentes Concentracion en el medio Procedimiento
de cultivo (mg/L)
Macroelementos
&ag(ls\g‘ 3)72HI_2160 122888 Ee peso individualmepte en la
alanza y se agrego directamente
KNO; 250.00 a la solucion del medio
KH,PO,4 250.00 )
Microelementos
MnSO4.H,O 18.94 | Se peso individualmente en la
H;BO; 10.00 | balanza y se agreg6 directamente
a la solucion del medio.
ZnS04.7H,0 0.50 | Se preparo6 una solucion madre
con una dilucién de 1:1', y se
agrego6 0.5 ml/L de medio de
cultivo.
Hierro
FeNaEDTA 50.00 | Se prepardé solucion madre
200X, y se agrego 5 ml/L de
medio de cultivo.
Vitaminas
Tiamina 1.00 | Se prepard soluciéon madre con
una dilucion 1:1, y se agreg6 1
ml/L de medio de cultivo.
Otros
Inositol 100.00 | Se pes6 individualmente en la
Sucrosa 10.00 | balanza y se agreg6 directamente
Phytagel 3.00 | a la solucién del medio.
PH=5.8

"Dilucién 1:1 se disuelve 1 mg de compuesto por 1 ml de agua destilada.

Fuente: Mejia Amaya, 1998.
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3.2.8 Toma de datos

Se evaluo y contabilizo los contaminantes que se manifestaban en la semilla sembrada
(hongos y bacterias), asi como el periodo en que los contaminantes se manifestaban. Las
semillas se pusieron a germinar bajo las condiciones de la camara de crecimiento y se
mantuvieron bajo esas condiciones hasta que las plantulas cumplieron 60 dias de siembra.

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Presencia de Contaminantes

En total se sembraron in vitro 450 semillas sexuales de Tabebuia rosea. El 43% de las
semillas resultaron contaminadas. El 81% de esta contaminacion fue causada por hongos y
el 19% restante por la presencia de bacterias.

Se present6 diversidad en los tipos de hongos presente, por el tipo de micelio: blanco en su
mayoria, también negro, rosado y verde. Los hongos se manifestaron en su mayoria en los
primeros 5 dias después de siembra. Las bacterias observadas se presentaron como una
coloracion rosada en el medio de cultivo, y en su mayoria se manifestaron 10 dias después
de la siembra.

Los resultados son similares a los obtenidos por Espinosa (2001), en donde utilizé semilla
sexual de Tabebuia guayacan y la sometié a una concentracion de hipoclorito de calcio

Ca(OCl), de 0.35%. Se presentd 37% de contaminacion causada por hongos en un 70% y
por las bacterias en un 30%.

3.4 CONCLUSIONES

e El porcentaje de contaminaciéon provocod reduccion del 43% en el nimero de las
vitroplantulas de Tabebuia rosea.

3.5 RECOMEDACIONES

e Realizar pruebas especificas para desinfeccion de semillas, con diferentes
concentraciones de agentes descontaminantes.

e Identificar los contaminantes y sus posibles fuentes, para reducir la contaminacion.
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4. EFECTO DEL TIPO DE EXPLANTE, METODO DE SIEMBRA Y
LA PRESENCIA O AUSENCIA DE CORTE EN EL
ESTABLECIMIENTO IN VITRO, INDUCCION CALLOGENICA Y
MORFOGENETICA DE Tabebuia rosea.

4.1 OBJETIVOS

e Evaluar el efecto del tipo de explante (cotiledones, hipocotilos, y de hojas verdaderas)
en el establecimiento y la tasa de regeneracion in vitro de Tabebuia rosea.

e Evaluar el efecto del método de siembra (apolar y polar) en explantes cotiledonares y
de hojas verdaderas en el establecimiento y la tasa de regeneracion in vitro de
Tabebuia rosea.

e Evaluar el efecto de la presencia o ausencia de corte en explantes cotiledonares y de
hojas verdaderas en el establecimiento y la tasa de regeneracion in vitro de Tabebuia
rosea.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Material Vegetal

A los 60 dias después de la siembra (dds), las vitroplantulas que se encontraban en la
cuarto de crecimiento obtenidas de la primera siembra de semilla sexual de Tabebuia
rosea, fueron llevadas a la cdmara de flujo laminar. Seguidamente, a nivel de la camara de
flujo laminar, las vitroplantulas fueron extraidas de los tubos de ensayo con la utilizacion
de pinzas; luego se colocaron en platos petri y con la ayuda de un bisturi se disectaron
simultaneamente tres tipos de explantes: hipocotilos, cotiledones y hojas verdaderas.

Los hipocétilos se seccionaron en segmentos de aproximadamente 1 cm de longitud. Para
evaluar el efecto de la presencia o ausencia de corte, al 50% de los explantes cotiledonares
y de hojas verdaderas se les realizé corte y al 50% no se les realizé corte (Figura 2).
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1. 2.
Figura 2. Representacion esquematica de los explantes cotiledonares 1. y de hojas
verdaderas 2. con ausencia (a) y presencia de corte (b) utilizados para evaluar el efecto del
realizacion de corte en el establecimiento in vitro de Tabebuia rosea (Experimento 1).
Zamorano, Honduras, 2001.

4.2.2 Medio de cultivo

Los tres tipos de explantes fueron sembrados en un medio Murashigue y Skoog al 50% de
macroelementos (Cuadro 3). Se utiliz6 una concentracién de 8 uM (3 mg/L) de BAP.

Los hipocotilos se colocaron en forma horizontal en el medio de cultivo. Para evaluar el
efecto del método de siembra, el 50% de los explantes cotiledonares y de hojas verdaderas
se les sembraron con el envés en contacto con el medio de cultivo (apolar) y el 50% con el
haz en contacto con el medio de cultivo (polar).
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Cuadro 3. Composicion del medio Murashige y Skoog al 50% macroelementos utilizado
para evaluar el efecto de tipo de explante, método de siembra y presencia o ausencia de
corte en el establecimiento in vitro de Tabebuia rosea (Experimento 1). Zamorano,
Honduras, 2001.

Componentes Concentracion (mg/L) ml/L de medio
Medio de cultivo Solucion madre de cultivo
Macroelementos 10X
NH4NO; 825.00 8,250.00
KNO; 950.00 9,500.00
CaCl,.2H,0 220.00 2,200.00 100.0
MgS04.7H,0 185.00 1,850.00
KH,PO, 85.00 850.00
Micronutrientes 1000X
MnSO4.H,O 16.90 16,900.00
ZnS04.7H,0 8.60 8,600.00
KI 0.83 830.00 1.0
NaMo04.2H,0 0.25 250.00 '
CuS0,.5H,0 0.025 25.00
CoCl,.6H,0O 0.025 25.00
Solucion de Hierro 200X
FeNaEDTA 50.000 10,000.000 5.0
Vitaminas Dilucion
Acido Nicotinico 0.50 1:1 0.5
Piridoxina HC1 0.50 1:1 0.5
Tiamina 0.40 1:1 0.4
Otros Procedimiento

Inositol 100.000 Se pesaron individualmente en la balanza
Sucrosa 30000.000 . -
Agargel 4800 Y S€agregaron directamente a la solucion.
PH=5.8

Fuente: Mejia Amaya, 1998.

4.2.3 Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio completo al azar, con arreglo factorial incompleto. Este experimento
consta de tres tipos de explantes: hipocotilos, cotiledones y hojas verdaderas. Y para los
cotiledones y hojas verdaderas se evalud: el método de siembra y la presencia o ausencia
de corte (Cuadro 4) para un total de 9 tratamientos.

Debido al poco material vegetal disponible de cotiledones y hojas verdaderas, el nimero
de repeticiones por tratamiento fue desigual: 40 de hipocdtilos (un tratamiento), 80 de
cotiledones (cuatro tratamientos) y 60 de hojas verdaderas (cuatro tratamientos). El total
de unidades experimentales fue de 180.
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Cuadro 4. Tratamientos para la evaluacion del efecto del tipo de explante, método de
siembra y la presencia o ausencia de corte en el establecimiento in vitro de Tabebuia rosea
(Experimento 1). Zamorano, Honduras, 2001.

Explante Siembra
Polar Apolar
Sin corte Con corte Sin corte Con corte
Hojas verdaderas | T1 T2 T3 T4
Cotiledones TS5 T6 T7 T8
Hipocotilos T9

En el caso de los hipocdtilos fueron colocados en forma horizontal en el medio de cultivo
y no se les realizd corte. Los hipocotilos no tienen influencia al calcular el efecto de
presencia o ausencia de corte y del método de siembra.

En el método de siembra polar se coloca el explante de hoja o cotiledon con el envés en
contacto directo con el medio. En contraste, la siembra apolar se refiere a la colocacion del
haz en contacto directo con el medio de cultivo. La realizacién de corte en los explantes
(Figura 2) se realiza con la hipotesis que el tejido con corte tendra mejor respuesta
regenerativa y mas rapida que el que no tiene corte.

4.2.4 Tomas de datos

Para las variables estudiadas (Cuadro 5) las tomas de datos se realizaron a los 22 y 33 dds.
Los explantes se mantuvieron en el cuarto de crecimiento por un periodo de 40 dias.

Cuadro 5. Variables estudiadas para evaluar el efecto del tipo de explante, método de
siembra y la presencia o ausencia de corte en el establecimiento in vitro de Tabebuia rosea
(Experimento 1). Zamorano, Honduras, 2001.

Variable Unidad de medicion
Callogénesis'
Categorias: Ausencia (0)
0
;5)02 8; Explantes por categoria
75%(3)
100%(4)
Oxidacion®
Categorias:  Ausencia (0) Explantes por categoria
Presencia (1)
Vitrificacion®
Categorias:  Ausencia (0) Explantes por categoria

Presencia (1)

"Porcentaje de callogénesis en relacion al tamafio del explante.
% se observo el oscurecimiento en el medio de cultivo y la senescencia en los tejidos vegetales.
? se observo la hiperhidratacién del tejido en base del aumento de tamafio en los explantes.
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4.2.5 Analisis estadistico

A los datos se analizaron con un ANDEVA con tres criterios de clasificacion que fueron:
tipo de explante, polaridad en la siembra, realizacion de corte. Se midi6 los efectos de
interraccion entre los factores. Se aplico prueba de separacion de medias por Tukey con
alpha de 0.05.

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 Porcentaje de formacion de tejido callogénico (PC)

Se cuantifico la formacion de tejido callogénico en forma de porcentaje (PC), mismo que
vari6 en forma significativa segun los tratamientos aplicados. Los datos fueron tomados en
dos periodos: a los 22 y 33 dds. A los datos obtenidos se les realizo un analisis de varianza
para conocer los efectos de los factores principales que fueron: tipo de explante, método
de siembra y la presencia o ausencia de corte (Figura 3).

80 - W 22dds [033dds
1 a
60 2 a a
2 a g b a g D a g
40 ~
20 ~ b C
0 |
Cotiledon Hoja Verd. Hipocoétilo  Apolar Polar Con Sin
Tipo de explante Método de Siembra Corte

"Letras iguales de una misma fecha, no hay diferencia. Tukey P<0.05.

Figura 3. Efecto del tipo de explante, método de siembra y la presencia o ausencia de
corte en el porcentaje de formacion de tejido callogénico (PC) a los 22 y 33 dias después
de siembra (dds) en el establecimiento in vitro de Tabebuia rosea.(Experimento 1).
Zamorano, Honduras, 2001.

Durante la primera etapa de establecimiento in vitro, a los 22 dds no se observo diferencia
para las variables método de siembra y la presencia o ausencia de corte, pero si para tipo
de explante. (Figura 3). Los resultados del analisis a los 33 dds muestran que se presento
diferencias P<0.001 (Anexo 3 y Anexo 4) para el tipo explante y el método de siembra. En
promedio, los cotiledones presentaron 60% de callo, las hojas verdaderas 42.5% vy los
hipocotilos 12.5%. La siembra apolar y polar presentaron 59% y 42.5% de callo
respectivamente (Figura 3). A los 33 dds no hubo diferencias en el porcentaje de
callogénesis observado en los explantes entre la presencia o ausencia de corte. No existio
interaccion significativa entre las tres fuentes de variacion.
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Se presentd un mayor valor de PC (71%) en el tratamiento de cotiledones en combinacion
con siembra apolar y sin presencia de corte, aunque estadisticamente no fue diferente del
tratamiento con la presencia de corte y misma combinacion de los otros factores (69%).
Los hipocétilos presentaron el menor valor de PC (12.5%)).

4.3.2 Porcentaje de oxidacion (PO)

En promedio, para todos los tratamientos el PO a los 33 dds fue de 64%. El tipo de
explante que present6 mayor PO fueron las hojas verdaderas con 93% (Figura 4). El valor
de las hojas verdaderas fue mas del doble de la presentada por los explantes de hipocotilos
y cotiledones con 40%, esa diferencia fue real (P<0.001) (Anexo 5).

100 - a'
a

80 - a a

60 - b
o b b
& 40-

20 -

0 |
Hojas Verd.  Cotiledén Hipocoétilo Polar Apolar Con Sin
Tipo de explante Método de Siembra Corte

"Letras iguales no hay diferencia. Tukey P<0.05.

Figura 4. Efecto del tipo de explante, método de siembra y la presencia o ausencia de
corte en el porcentaje de oxidacion (PO) a los 33 dias después de siembra (dds) en el
establecimiento in vitro de Tabebuia rosea (Experimento 1). Zamorano, Honduras, 2001.

El método de siembra influy6 en el PO y en forma significativa. A los 33 dds, se presento
un mayor PO en la siembra polar (81%) que en la siembra apolar (53%). La presencia o
ausencia de corte no influy6 en el PO (Anexo 6).

Los tratamientos en que se observaron los mayor PO fueron en los de hojas verdaderas,
con siembra polar, sin diferenciarse entre presencia o ausencia de corte. Aunque estos dos
tratamientos anteriores no se diferenciaron de los tratamientos de hojas verdaderas con
siembra apolar y el de cotiledones con siembra polar y presencia de corte.

Para la variable PO se presento interaccion (P=0.023) entre el tipo de explante y el método
de siembra (Figura 5). Segun lo observado cuando se utiliza siembra polar con cotiledones
es mayor el incremento de PO que en las hojas verdaderas.
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Figura 5. Efecto de la interaccion entre el tipo de explante y el método de siembra en el
porcentaje de oxidacion (PO) a los 33 dias de siembra (dds) en el establecimiento in vitro
de Tabebuia rosea (Experimento 1). Zamorano, Honduras, 2001.

4.3.3 Porcentaje de vitrificacion (PV)

Seglin los datos observados, el PV no fue afectado por el factor tipo de explante (Anexo
7), tampoco por los factores método de siembra y la presencia o ausencia de corte (Anexo

8). En promedio fue del PV fue de 47%. Los dos tratamientos de cotiledones con siembra
apolar presentaron mayor valor de PV (60%).

4.4 CONCLUSIONES

e Los cotiledones sembrados en forma apolar presentaron el valor mas alto en formacion
de tejido callogénico.

e La presencia o ausencia de corte no influyd significativamente en la variables
observadas: formacion de callogénesis, presencia de oxidacion y vitrificacion.

e Las hojas verdaderas presentaron el valor mas alto de porcentaje de oxidacion.
e La siembra polar se relacion6 con un aumento de oxidacion en los tejidos utilizados.

e Eltipo de explante, método de siembra y la presencia o ausencia de corte no mostraron
efecto en la presencia de vitrificacion.
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e Para las condiciones del ensayo, los hipocoétilos presentaron la menor formacioén de
tejido callogénico.
4.5 RECOMENDACIONES

e Se recomienda utilizar los cotiledones como tipo de explante para la induccion
callogénica inicial en el establecimiento in vitro de Tabebuia rosea.

e Utilizar siembra apolar para los cotiledones pues favorece la formacion de tejido
callogénico, a la vez que se reduce la oxidacion.

e No realizar corte a los cotiledones, pues esto no influye en el buen establecimiento in
vitro de los explantes.

e Buscar alternativas para reducir la oxidacion, especialmente si se utilizan hojas
verdaderas.



23

5. EFECTO DE LA BENCILAMINOPURINA (BAP) EN EL
ESTABLECIMIENTO IN VITRO, LA ELONGACION Y LA
BROTACION DE APICES MERISTEMATICOS OBTENIDOS A
PARTIR DE VITROPLANTULAS DE Tabebuia rosea.

5.1 OBJETIVOS

Evaluar cinco niveles de la citoquinina BAP en el establecimiento, elongacién e induccion
de brotacion in vitro de apices meristematicos de Tabebuia rosea

5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Material Vegetal

Se utilizaron &pices meristematicos procedentes de vitroplantulas de 60 dias de
germinadas in vitro. La diseccion de los apices se llevo a cabo a nivel de una cdmara de
flujo laminar. Luego de la diseccion, se procedid a sembrar los dpices en un medio de
cultivo Gamborg B5 para su establecimiento in vitro, elongacion y brotacion basal.

5.2.2 Medio de Cultivo

Los &pices meristematicos se sembraron en un medio Gamborg B5 (Cuadro 6)
conteniendo la citoquinina BAP en cinco niveles: 0, 5, 10, 15, 20 uM (0, 1.125, 2.250,
3.375, 4.500 mg/L).
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Cuadro 6. Medio Gamborg B5 utilizado en el establecimiento in vitro de apices
meristematicos de Tabebuia rosea (Experimento 2a). Zamorano, Honduras, 2001.

Componentes Concentracion (mg/L) ml/L de medio
Medio de cultivo Solucion madre de cultivo
Macronutrientes 10X
KNO; 2,500.000 25,000.000
MgS0,4.7H,0 250.000 2,500.000
NaH,PO4.H,0 150.000 1,500.000 100.0
CaCl,.6H,0 150.000 1,500.000
(NH4),SO4 134.000 1,340.000
Micronutrientes 100X
MnSO4.H,O 10.000 1,000.000
H;BO; 3.000 300.000
ZnS0O,4.7H,0 2.000 200.000
K1 0.750 75.000 1.0
Na,Mo04.2H,0 0.250 25.000
CoCl,.6H,0O 0.025 2.5000
CuS04.5H,0 0.025 2.5000
Solucion de Hierro 200X
FeNaEDTA 50.000 10,000.000 5.0
Vitaminas Dilucion
Acido Nicotinico 1.000 1:1 1.0
Piridoxina 1.000 1:1 1.0
Tiamina 10.000 1:1 1.0
Otros Procedimiento

Inositol 100.000 Se pesaron individualmente en la balanza
Sucrosa 30000.000 . .
Agargel 4800 Y SCagregaron directamente a la solucion.
PH=5.8 \

Fuente: George, 1996.

5.2.3 Diseiio Experimental
El disefio experimental fue completo al azar. Este experimento consta de 5 niveles de BAP

para un total de cinco tratamientos. Cada tratamiento consta de 30 unidades
experimentales para un total de 150 unidades experimentales.

5.2.4 Toma de Datos

Las tomas de datos (Cuadro 7) se realizaron a los 22 y 33 dds. Los apices permanecieron
en este medio un total de 43 dias.
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Cuadro 7. Variables estudiadas en el establecimiento in vitro de apices meristematicos de
Tabebuia rosea (Experimento 2a). Zamorano, Honduras, 2001.

Variable Unidad de medicion
Altura’ cm de altura / explante
Nudos No de nudos / explante
Brotes basales No de Brotes basales / explante
Oxidacién®
Categorias:  Ausencia (0) No de explantes por cada categoria

Presencia (1)

"con el uso de una regla se midio la altura de los apices desde la superficie del medio de cultivo hasta la

yema apical.
2 , .. . . . ..
se observo el oscurecimiento en el medio de cultivo y la senescencia de los tejidos vegetales.

5.2.5 Analisis Estadistico

Los anélisis efectuados fueron ANDEVA donde se dividio en dos fuentes de variacion: la
provocada por el nivel de BAP y por las unidades experimentales. Para conocer el
tratamiento con mejor respuesta se utilizo la prueba Tukey de separacion de medias con
alpha de 0.05 y se evalto el ajuste a una curva de respuesta por medio de un andlisis de
regresion.

5.3 RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.2 Elongacion de los apices meristematicos de Tabebuia rosea: Niimero de nudos
por explante (NNE) y altura por explante (APE)

Los apices meristematicos sometidos a concentraciones de BAP mostraron elongacion en

dos formas: por incremento en el nimero de nudos y por incremento en la altura (Figura
0).

2.55 - - 13.5
= NNE APE  APE=8.85+0.109BAP
-10.8 —~
26— £
1] - 8.1 <
Z ] a a ' L
Z 2454 a a a —
EE BENE
24 2.7
o o 5 10 15 20
Letras iguales no hay diferencia. BAP pM

Tukey P<0.05

Figura 6. Efecto de la Bencilaminopurina (BAP) en el nimero de nudos por explante
(NNE) y en la altura por explante (APE) a los 33 dias de siembra (dds) de apices
meristematicos de Tabebuia rosea (Experimento 2a). Zamorano, Honduras, 2001.
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Los niveles de BAP utilizados en los tratamientos no provocaron incremento en el NNE a
los 33 dds (Anexo 9). La APE aumentd segun se incremento el nivel de la citoquinina
BAP en el medio de cultivo. Esta diferencia para incremento en altura fue significativa
(Anexo 10). Con los niveles utilizados en el ensayo el valor de APE esta dado por APE =
8.85+ 0.109 BAP (R’=.82) (Anexo 11).

5.3.2 Formacion de brotes basales en apices meristematicos de Tabebuia rosea:
Numero de brotes por explante (NBE) y altura de los brotes (APB).

El nimero de brotes por explante (NBE) (Anexo 12) y la altura por brote (APB) varian
segun el nivel de hormona utilizada P<0.001 (Anexo 13). La relacion entre el nivel de
hormona y la brotacion fue directa positiva, pues un incremento del contenido de hormona
en el medio de cultivo se tradujo en un incremento en el NBE a los 33 dds (Figura 7).

257  mmmAPB = NBE . . 3
2 e a
s . mm 2%
2 1 b b i g
0.5 | . l
0 0
0 5 10 15 20

| BAP uM
Letras iguales no hay diferencia. Tukey P<0.05

Figura 7. Numero de brotes por explante (NBE) y la altura por brotes (APB) formados a
partir de 4pices meristematicos en el establecimiento in vitro de Tabebuia rosea a los 33
dds (Experimento 2a). Zamorano, Honduras, 2001.

Para conocer cual tratamiento especifico fue el que presentd mayor NBE se realizo la
prueba de comparacion de medias. Se obtuvo que el tratamiento con mayor NBE fue el de
15 uM de BAP, con un promedio de 1.97 brotes, aunque este tratamiento no se diferencio
en forma significativa de los niveles 10 y 20 uM (P>0.1), pero si se diferencio de los dos
tratamientos con los niveles bajos (Figura 7).

El nivel de BAP en el medio de cultivo también influy6 en la APB (P<0.01) (Anexo 14).
Los brotes obtenidos a niveles de 15 y 20 uM de BAP fueron muy alargados (2 cm) y
débiles, y no desarrollaron brotes nuevos. En las concentraciones de 5y 10 uM de BAP se
obtuvieron brotes de altura adecuada (0.9 cm) (Figura 7).
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En otras observaciones realizadas para los dpices meristematicos, se observo que en la
concentracion mas alta de BAP (20 uM) hubo poco desarrollo foliar en comparacion a
niveles mas bajos, esto puede ser un sintoma visual de toxicidad por el alto nivel de
hormona utilizado.

5.3.3 Presencia de oxidacion

El porcentaje de oxidacion para los tratamientos fue de 12% a los 33 dds y se distribuyo
en forma aleatoria entre todos los tratamientos. La oxidacion se manifiesta en mayor
porcentaje con relacion al tiempo en que permanecen los explantes en el medio de cultivo.

5.4 CONCLUSIONES

e El BAP mostro efecto para el aumento de altura de los apices meristematicos
(APE), pero no present6 efecto en el nimero de nudos que se desarrollaron por
apice meristematico (NNE).

e En el establecimiento de los apices meristematicos la concentracion donde se
desarrollé un mayor nimero de brotes por explante (NBE) y una altura adecuada

de brotes fue la de 10 uM de BAP.

e La oxidacion tiene tendencia a incrementar con relacion al incremento del periodo
entre subcultivos.

5.5 RECOMENDACIONES

e Para obtener una mayor altura por apices meristematico (APE) se recomienda
utilizar 20 uM de BAP.

e Para obtener un mayor numero de brotes por explante (NBE) y con una altura
adecuada por brote (APB) se recomienda utilizar 10 uM de BAP.

e Para disminuir la incidencia de oxidacion se recomienda la transferencia de las
porciones apicales y brotes basales a medio fresco con BAP antes de 35 dds.
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6. EFECTO DEL ACIDO INDOLEBUTIRICO (AIB) EN EL
ENRAIZAMIENTO IN VITRO DE Tabebuia rosea.

6.1 OBJETIVOS

Evaluar la auxina acido indolebutirico (AIB) a un nivel de 15 uM en el enraizamiento in vitro de
porciones apicales y brotes producidos a partir de dpices meristemdticos de Tabebuia rosea.

6.2 MATERIALES Y METODOS

6.2.1 Material vegetal
Se utilizaron las porciones apicales y los rebrotes basales de los dapices meristematicos

procedentes del experimento 2a, se transfirieron a un medio de cultivo Gamborg B5 con
contenido de AIB para promover la formacion de raices.

6.2.2 Medio de cultivo

El material vegetal se sembré en un medio Gamborg B5 (Cuadro 6) con la adicién de AIB a
razén de 15 uM (3 mg/L).

6.2.3 Toma de datos
Para esta evaluacion se utilizaron 30 unidades experimentales. Se efectuaron observaciones sobre

la formacion de sistema radical en los apices meristematicos transferidos del material vegetal, la
variable fue nimero de raicillas observadas.
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6.2.4 Analisis Estadistico

En este experimento se evalu6 la capacidad de la hormona AIB al nivel de 15 puM para
enraizamiento de las porciones apicales y los rebrotes basales de los apices meristematicos
utilizados en el experimento 2a. El modelo estadistico utilizado fue completo al azar. Se
realizd descripcion de los resultados observados y se efectio un anélisis comparativo.

6.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En la etapa de enraizamiento in vitro de los explantes, la formacion de sistema radical en
los vastagos fue deficiente y mas bien se presentd callogénesis en la parte basal del
explante. No se estimul¢ la diferenciacion radical en los explantes.

Estos resultados concuerdan con CIAT (1991) donde se menciona que la induccion de
sistema radical en forestales, y en general en angiospermas, ha presentado problemas, asi
que la tendencia actual es la de enraizar preferiblemente bajo condiciones no estériles.

6.4 CONCLUSIONES

e Para el enraizamiento in vitro de las porciones apicales y los rebrotes basales de
los é&pices meristematicos, el uso de AIB a una concentracion de 15 uM no fue
adecuada para la estimulacion de sistema radical y mas bien estimulo la formacion
de tejido calloso en la base de los explantes.

6.5 RECOMENDACIONES

e Probar el uso de mayores niveles de AIB para estimular el enraizamiento in vitro
de las porciones apicales y los rebrotes basales de los apices meristematicos.

e Probar otros tipos de auxina a diferentes niveles para enraizar in vitro las porciones
apicales y los rebrotes basales de los apices meristematicos.

e Siembra de las porciones apicales y los rebrotes basales en condiciones ex vitro, no
estériles, para inducir la formacién de raices.
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7. EFECTO DEL ACIDO 2,4DICLOFENOXYACETICO (2,4-D) Y DE

LA BENCILAMINOPURINA (BAP) EN EL ESTABLECIMIENTO

IN VITRO, INDUCCION CALLOGENICA Y MORFOGENETICA

DE EXPLANTES COTILEDONARES E HIPOCOTILEDONARES
DE Tabebuia rosea.

7.1 INTRODUCCION

7.1.1 Objetivos

Determinar el tipo de hormona mas apropiado para el establecimiento in vitro de
explantes cotiledonares e hipocotiledonares de Tabebuia rosea.

Determinar los niveles de hormona mas apropiados para el establecimiento in vitro de
explantes cotiledonares e hipocotiledonares de Tabebuia rosea.

Determinar el tipo de hormona mas apropiado para la induccién callogénica y
morfogénetica de explantes cotiledonares e hipocotiledonares de Tabebuia rosea.

Determinar los niveles de hormona mas apropiados para la induccion callogénica y
morfogénetica de explantes cotiledonares e hipocotiledonares de Tabebuia rosea.

Evaluar la tasa de regeneracion in vitro segun el tipo de explante utilizado.

7.2 MATERIALES Y METODOS

7.2.1 Material Vegetal

En el presente experimento se efectuaron siembra de explantes cotiledonares e
hipocotiledonares disectados de vitroplantulas de Tabebuia rosea con una edad de 60 dias,
que son las mismas plantas utilizadas en el experimento 2a, donde se utilizaron los apices
meristematicos.
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La siembra de los explantes cotiledonares fue apolar y sin presencia de corte de acuerdo a
los mejores resultados obtenidos en el experimento 1 en cuanto a formaciéon de tejido
callogénico.

7.2.2 Medio de Cultivo

En este experimento se utilizo el medio Gamborg B5 (Cuadro 6) donde se evaluaron los
dos tipos de explantes (cotiledonares e hipocotiledonares) con uso de cuatro niveles de
BAP (0,5,10,15uM 6 0, 1.13, 2.25, 3.38 mg/L) y tres niveles de 2-4,D (0, 0.9, 1.8 uM 6
0, 2,4 mg/L). Esta combinacion de los tres factores nos brinda un total de 24 tratamientos
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Tratamientos para la evaluacion del efecto del 2,4-D y del BAP en el
establecimiento in vitro, induccidn callogénica y morfogénetica de explantes cotiledonares
e hipocotiledonares de Tabebuia rosea (Experimento 3a). Zamorano, Honduras, 2001.

Explante 2-4,.D BAP (uM)
M) 0 5 10 15
0.0 T1 T4 T7 T10
Hipocotilo 0.9 T2 T5 T8 TI1
1.8 T3 T6 T9 T12
0.0 T13 T16 T19 T22
Cotiledén 0.9 T14 T17 T20 T23
1.8 T15 T18 T21 T24

7.2.3 Toma de datos

Los tratamientos tuvieron un arreglo factorial con un disefio en completo al azar. Se
realizaron 3 réplicas con un total de 24 tratamientos (Cuadro 8). Cada tratamiento tuvo 30
unidades experimentales para un total de 720 unidades experimentales.

Se tomaron datos de: porcentaje de callogénesis, presencia de oxidacion y vitrificacion
(Cuadro 5). Las tomas de datos se realizaron a los dias 22 y 33 dds. En total los explantes
permanecieron en el medio de cultivo por 35 dias.

7.2.4 Analisis estadistico

A estos datos se les realizd6 un ANDEVA con tres criterios de clasificacion (explante,
BAP, 2,4-D) con evaluacién de las interacciones. El arreglo fue factorial completo. Para
la comparacion de los tratamientos se realizd la separacion de medias con la Prueba
Duncan con alpha de 0.05.
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7.3 RESULTADOS Y DISCUSION

7.3.1 Porcentaje de Formacion de Tejido Callogénico (PC)

El PC vari6 segin el tratamiento aplicado utilizado. En general, el tipo de explante
utilizado no fue fuente de variacion (P=0.43) en el PC a los 33 dds. Los niveles y los tipos
de hormonas utilizados fueron los causantes de variacion (P<0.001) en el valor de PC
(Anexo 15).

A los 33 dds, se obtuvo el mayor PC (57%) con 0.9 uM de 2,4-D valor que fue diferente a
los demas niveles en forma altamente real (Figura 8, Anexo 15). Igualmente a esta fecha
se observo que con 5 uM de BAP se present6 el valor mas alto de PC (65%), que fue
diferente en forma real a los demas niveles de citoquinina. El uso de niveles mayores a 5
uM de BAP tuvo como consecuencia la disminucion del PC (Figura 8).

b 22dds W 33dds

80 -
a
b a
1 a b
604 a a
) a ab
(o}
(o}

20 -

0 - 1

Cotiledon  Hipocétio 0 5 10 15 0 0.9 0.18
BAP (uM) 2,4-D (uM)

Tipo de explante Tipo y niveles de Hormona

"letras iguales de una misma fecha, no hay diferencia. Tukey P<0.05

Figura 8. Efecto del BAP y 2,4-D en el porcentaje de callo (PC) en explantes
cotiledonares e hipocotiledonares de Tabebuia rosea a los 22 y 33 dds (Experimento 3a).
Zamorano, Honduras, 2001.

Para el PC, se presentaron interacciones significativas P<0.001 entre tipo de
explante*BAP, y entre los dos tipos de hormonas (Anexo 15). La interpretacion de las
interacciones se puede hacer graficamente, analizando cada nivel de una variable con
respecto a la otra, y se debe observar el tipo de relacion, es decir, de sinergismo, sin
interaccion, o negativa (Figura 9).
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Figura 9. Interacciones entre los factores tipo de explante, BAP y 2,4-D, en la etapa de
multiplicacion de tejido callogénico e induccidn morfogénetica de explantes cotiledonares
e hipocotiledonares a los 33 dds (Experimento 3a). Zamorano, Honduras, 2001.

Para conocer el tratamiento con el mayor PC de los 24 utilizados, fue necesaria una prueba
de separacion de medias por prueba Duncan con alpha de 0.05. El rango de PC para los
tratamientos fue desde casi 0 % hasta 96% (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Comparacion multiple de medias del efecto del tipo de explante, nivel de BAP
y 2,4-D, en el porcentaje de callo (PC) a los a los 33 dias después de siembra (dds) durante
el establecimiento in vitro, induccién callogénica y morfogénetica de explantes
cotiledonares e hipocotiledonares de Tabebuia rosea (Experimento 3a), Zamorano,
Honduras, 2001.

. . . Grupo

Boume Mg PCO9  Dunen
H H 0=0.05

Hipocotilo 5 0,9 96,3 a'
Cotiledon 0 0,9 81,5 b
Hipocdtilo 10 0,9 76,0 be
Hipocoatilo 5 1,8 71,3 cd
Cotiledon 10 0 67,6 cde
Hipocoatilo 5 0 67,5 cde
Cotiledon 15 0 66,4 de
Hipocoatilo 15 0 66,0 de
Cotiledon 5 0 61,6 ef
Cotileddn 15 0,9 60,6 ef
Hipocdtilo 10 0 60,0 ef
Hipocoatilo 15 0,9 54,2 fg
Cotileddn 5 0,9 49,1 gh
Cotileddn 10 0,9 46,4 gh
Cotileddn 10 1,8 48,3 gh
Hipocoatilo 10 1,8 49,0 gh
Cotiledén 0 1,8 33,0 h
Cotiledon 5 1,8 44,6 h
Cotileddn 15 1,8 42,0 h
Hipocoatilo 15 1,8 44.4 h
Hipocdtilo 0 0 6,2 i
Cotiledon 0 0 1,7 j
Hipocoatilo 0 0,9 0,0 j
Hipocoatilo 0 1,8 0,0 j

'Letras iguales no hay diferencias.

El tratamiento que present6 el mayor PC fue el de hipocotilo (Anexo 16) con 5 uM BAP y
0.9 uM de 2,4-D. Este tratamiento se diferencié en forma real de los demas, y tuvo un PC
de 96% a los 33 dds en el medio de cultivo. El tratamiento de cotiledones (Anexo 17) sin
BAP y con nivel de 0.9 uM de 2,4-D fue el segundo tratamiento con mayor PC (81%) y
no fue diferente del tratamiento de hipocoétilo con 10 uM de BAP y 0.9 uM de 2,4-D
(Cuadro 9).
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7.3.2 Porcentaje de oxidacion (PO)

La oxidacion se midid en forma de porcentaje a los 22 y 33 dds para cada uno de los
tratamientos. A los tres factores de comparacion (BAP, 2,4-D, Explante) de esta etapa se
les midid su influencia individual en el PO (Figura 10), asi como también la influencia
combinada o interacciones.

W 22dds [033dds
40 , a' .
30 a
a
o i
O 20 a
10 ~
0 m
Cotiledén  Hipocétilo 0 5 10 15 0 0.9 1.8
BAP (uM) 2,4-D (M)
Tipo de explante Tipo y niveles de Hormona

'Letras iguales de una misma fecha, no hay diferencia. Tukey P<0.05.

Figura 10. Influencia en el porcentaje de oxidacion (PO) del tipo de explante, tipo y nivel
de hormona en el establecimiento in vitro, induccion callogénica y morfogénetica de
Tabebuia rosea a los 22 y 33 dds (Experimento 3a). Zamorano, Honduras, 2001.

Las diferencias observadas a los 22 dds en PO para las fuentes de variacion fueron
altamente significativas P<0.05, excepto las siembras o replicas P=0.67, que nos indica la
buena aleatorizacion del material vegetal para cada tratamiento (Anexo 18).

A los 22 dds, el valor de PO para los cotiledones fue de 17% y para los hipocétilos fue de
aproximadamente 1%, esta diferencia fue real. A los 33 dds el PO para los cotiledones e
hipocotilos fue de 36% y 5% respectivamente. Esto nos indica que los cotiledones tienen
tendencia a presentar mayor oxidacion.

A los 33 dds se observé un mayor PO (25%) en los tratamientos con 1.8 uM de 2,4-D; los
incrementos en el nivel de 2,4-D produjeron incrementos en el PO. Entre los niveles de
BAP, se observo un mayor PO (32%) a un nivel de 5 uM de BAP, y los incrementos en el
nivel de BAP produjeron disminucion del PO.

Se evaluo las interacciones entre los factores: tipo de explante, método de siembra y la
presencia o ausencia de cortes. Las tres interacciones entre las variables fueron
significativas (Figura 11) a los 33 dds (Anexo 19).
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Figura 11. Interacciones entre los factores tipo de explante, BAP y 2,4-D para la variable
porcentaje de oxidacion (PO) en el establecimiento in vitro, induccion callogénica y
morfogénetica para los explantes cotiledonares e hipocotiledonares a los 33 dds
(Experimento 3a). Zamorano, Honduras, 2001.

7.4 CONCLUSIONES

El nivel de BAP que en promedio presentd el mayor PC fue el de 5 uM.

El nivel de 2,4-D que presento el mayor PC fue el de 0.9 uM

Para los hipocotilos el tratamiento en que mayor PC se produjo fue el de 5 uM de BAP

y 0.9 uM de 2,4-D.

Para los cotiledones el tratamiento en que mayor PC se produjo fue el de 0 pM de
BAPy 0.9 uM de 2,4-D.

Los cotiledones presentaron mayores problemas de oxidacion que los hipocétilos.

Segtn el tipo de hormona e independientemente una de la otra, se observdé mayor
porcentaje de oxidacion a niveles de: 5 uM con 1.8 uM de BAP y 24-D

respectivamente.
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7.5 RECOMENDACIONES

Para obtener valores mayores en cuanto a formacion de tejido callogénico con
explantes hipocotiledonares se recomienda una combinacion de las hormonas BAP y
2,4-D arazoén de 5 uM y 0.9 uM respectivamente.

Para obtener valores mayores en cuanto a formacion de tejido callogénico con
explantes cotiledonares se recomienda utilizar 2,4-D a razon de 0.9 uM.

Utilizar alternativas para reducir la presencia de oxidacion como: subcultivos
frecuentes o agregar antioxidantes al medio de cultivo. Esto es necesario
especialmente si se piensa utilizar explantes cotiledonares.

Evaluar otros factores para la induccion morfogénetica como: Alteraciones de luz y
oscuridad y contenido de nitrégeno en el medio de cultivo.
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8. EFECTO DEL ACIDO 24DICLOROFENOXYACETICO (2,4-D)
EN LA MULTIPLICACION DE TEJIDO CALLOGENICO
OBTENIDO A PARTIR DE EXPLANTES COTILEDONARES E
HIPOCOTILEDONARES DE Tabebuia rosea.

8.1 OBJETIVOS

Evaluar cinco niveles de la auxina 2-4,D en la multiplicacion de tejido callogénico
procedentes del mejor tratamiento de cotiledones (OuM de BAP con 0.9 uM 2,4-D) y del
mejor tratamiento de hipocoétilos (5 uM de BAP con 0.9 uM de 2,4-D) del experimento
3a.

8.2 MATERIALES Y METODOS

8.2.1 Material Vegetal

Como material inicial se utilizé tejido callogénico producto de dos tratamientos con mejor
produccion de callo del experimento 3a, los callos se dividieron a los 45 dds y se
sembraron en el medio de cultivo.

8.2.2 Medio de Cultivo

El medio de cultivo utilizado es el de Gamborg B5 (Cuadro 6) y en este caso uso la auxina
2-4,D en cinco niveles: 0, 2.25,4.50, 6.75 y 9.00 uM (0, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 mg/L).

8.2.3 Toma de datos

Los tratamientos tuvieron un arreglo factorial con un completo al azar, se realizaron 3
réplicas, para cada uno de los 10 tratamientos (Cuadro 10). Cada tratamiento consta de 30
unidades experimentales. Se tomaron datos de: porcentaje de callogénesis y presencia de
oxidacion (Cuadro 5). Las tomas de datos se realizaron 15 dias después de la siembra.
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Cuadro 10. Tratamientos para evaluacion del efecto del 2,4-D en la multiplicacion de
tejido callogénico procedente de explantes cotiledonares e hipocotiledonares de Tabebuia
rosea (Experimento 3b). Zamorano, Honduras, 2001.

Explante 2-4,D (LM)

0 2.25 4.50 6.75 9.00
Hipocatilo Tl T2 T3 T4 T5
Cotiledén T6 T7 T8 T9 T10

8.2.4 Analisis estadistico
Se realiz6 un ANDEVA con dos criterios de clasificacion (tipo de explante y niveles de la

auxina 2,4-D). Para comparacion de los tratamientos se realizo la separacion de medias
con la Prueba Duncan con alpha de 0.05.

8.3 RESULTADOS Y DISCUSION

8.3.1 Porcentaje de callo (PC)

La multiplicacién del tejido callogénico (Anexo 20) se presentd en mayor porcentaje y con
una diferencia real en los testigos sin uso de hormona.

8.3.2 Porcentaje de oxidacion (PO)
A los 15 dds, la oxidacion del tejido callogénico se presentdé mayormente en los

tratamientos con contenido de hormona y fue en promedio 70%. En el testigo sin
contenido de hormona no se presento.

8.4 CONCLUSIONES

e Se encontr6 mayor multiplicacién del tejido callogénico con el tratamiento sin
contenido de hormona

8.5 RECOMENDACIONES

e Utilizar tejido callogénico con menor tiempo de los 45 dds, para evitar la senilidad del
material utilizado.

e Si se utiliza tejido callogénico inicial bajo las condiciones de este experimento se
recomienda evaluar concentraciones mayores a las utilizadas en la etapa de induccion
de callogénica.
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9. CONCLUSIONES

El cultivo de apices meristemdaticos se presenta como una alternativa factible de
micropropagacion de la especie Tabebuia rosea, pues este tipo de explante mostrd una
respuesta favorable en el establecimiento in vitro, se desarrollaron brotes basales y
aument6 la cantidad de nudos por explante lo que permite contar con mayor material
vegetal para la fase multiplicacion.

Los explantes cotiledonares e hipocotiledonares mostraron adecuada formacion de
tejido callogénico, lo que indica la posibilidad de utilizar este tipo de explantes con
métodos indirectos de micropropagacion, realizando una posterior induccion
morfogénetica para la diferenciacion del tejido.
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10.RECOMENDACIONES

10.1 SIEMBRA DE SEMILLAS SEXUAL DE Tabebuia rosea

Para disminuir la presencia de contaminacion en la siembra de las semillas, es
necesario evaluar niveles de hipoclorito de calcio mayores a 0.5% con un tiempo de
desinfeccion en la solucién de 30 minutos. Seguidamente, a nivel de la camara de flujo
laminar realizar tres enjuagues con agua destilada estéril de 1 minuto cada uno y
proceder a la siembra en un medio Knop modificado.

10.2 ELONGACION DE APICES MERISTEMATICOS

Utilizar como material vegetal apices meristematicos obtenidos de vitroplantulas de
Tabebuia rosea de 45 dias de germinadas.

Para el establecimiento in vitro, sembrar los 4pices meristematicos de 1 cm en un
medio de cultivo Gamborg B5 conteniendo 10 uM (2.25 mg/L) de BAP.

A los 35 dds subcultivar las porciones apicales y los brotes basales a etapa de
enraizamiento.

Realizar ensayos de enraizamiento del tejido vegetal obtenido, en condiciones no
estériles o utilizar niveles mayores a 15 pM (3 mg/L) de AIB para inducir el
enraizamiento in vitro.

10.3 REGENERACION INDIRECTA A PARTIR DE EXPLANTES
COTILEDONARES

Utilizar como material vegetal inicial cotiledones obtenidos de vitroplantulas de
Tabebuia rosea de 45 dias de germinadas.

De cada vitroplantula se deben obtener cuatro explantes cotiledonares de
aproximadamente 1 cm”. Los explantes se deben seccionar en la forma presentada en
el estudio (Figura 2) sin la presencia de corte.

Sembrar los explantes cotiledonares en forma apolar en un medio Gamborg B5 con un
nivel de 0.9 uM (2 mg/L) de 2,4-D.
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A los 35 dias de siembra subcultivar los tejidos callogénicos obtenidos, y someterlos a
condiciones necesarias para estimular la induccion morfogenética. Probar la influencia
de factores como: Régimen de luminosidad, tipo y niveles de reguladores de
crecimiento y medio de cultivo.

10.4 REGENERACION INDIRECTA A PARTIR DE EXPLANTES
HIPOCOTILEDONARES

Utilizar como material vegetal inicial hipocoétilos obtenidos de vitroplantulas de
Tabebuia rosea de 45 dias de germinadas.

Los hipocotilos se deben dividir en explantes de 1 cm de longuitud, de cada
vitroplantula se pueden obtener 4 o 5 explantes hipocotiledonares.

Sembrar los explantes hipocotiledonares en forma horizontal en un medio Gamborg
B5 con un nivel de 5 uM (1.13 mg/L) de BAP y 0.9 uM (2 mg/L) de 2,4-D.

A los 35 dias de siembra subcultivar los tejidos callogénicos obtenidos, y someterlos a
condiciones necesarias para estimular la inducciéon morfogenética. Probar la influencia
de otros factores como: Régimen de luminosidad, tipo y niveles de reguladores de
crecimiento y medio de cultivo.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Lista de siglas utilizadas para las variables en la evaluacion del uso de apices
meristematicos y explantes cotiledonares e hipocotiledonares en el establecimiento in vitro
de Tabebuia rosea. Zamorano, Honduras, 2001.

Variables Siglas
Altura por explante APE
Altura por brote basal APB
Dias despues de siembra dds
Numero de brotes basales por explante NBE
Numero de nudos por explante NNE
Porcentaje de formacion de tejido callogénico PC
Porcentaje de oxidacion PO

Porcentaje de vitrificacion PV
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Hojas Verdaderas

Apice meristematico

Cotiledones

Hipocotilo

Tipos de
explantes
procedentes de
vitroplantulas

Anexo 2. Vitroplantula de Tabebuia rosea a los 60 dias de germinada in vitro con los
diferentes tipos de explantes utilizados para el establecimiento in vitro de Tabebuia rosea.
Zamorano, Honduras, 2001.
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Anexo 3. Analisis de varianza para el porcentaje de formacion de tejido callogénico (PC)
a los 33 dds segun el tipo de explante (cotiledones, hipocétilos y hojas verdaderas) en el
establecimiento in vitro de Tabebuia rosea (Experimento 1). Zamorano, Honduras, 2001.

Fuente de GL SC SC Aj. CM F P
Variacién

TE 2 92.956 92.956 46.478 81.31 0.000
Error 172 98.324 98.324 0.572

Total 174 191.280

Anexo 4. Analisis de varianza para el porcentaje de formacion de tejido callogénico (PC)
a los 33 dds en la evaluacion del efecto del tipo de explante (cotiledones y hojas
verdaderas), método de siembra y la presencia o ausencia de cortes en el establecimiento

in vitro de Tabebuia rosea (Experimento 1). Zamorano, Honduras, 2001.

Fuente de Variacion GL SC SC Aj. CM F P
Tipo de explante (TE) 1 15,7800 15,9325 15,9325 28,42 0,000
Método de siembra (PS) 1 15,6130 14,2757 14,2757 25,46 0,000
Corte (C) 10,0944 0,1570 0,1570 0,28 0,598
TE*PS 1 1,0441 1,0519 1,0519 1,88 0,173
TE*C 10,1405 0,1448 0,1448 0,26 0,612
C*PS 10,0042 0,0136 0,0136 0,02 0,876
TE*C*PS 10,2201 0,2201 0,2201 0,39 0,532
Error 127 71,2072 71,2072 0,5607

Total 134 104,1037

Anexo 5. Andlisis de varianza para el porcentaje de oxidacion (PO) a los 33 dds segln el
tipo de explante (cotiledones, hipocdtilos y hojas verdaderas) en el establecimiento in vitro
de Tabebuia rosea (Experimento 1). Zamorano, Honduras, 2001.

Fuente de GL SC SC A4Aj. CM F P
Variacién

TE 2 8,5304 8,5304 4,2652 23,58 0,000
Error 158 28,5752 28,5752 0,1809

Total 160 37,1056
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Anexo 6. Analisis de varianza para el porcentaje de oxidacion (PO) a los 33 dds en la
evaluacion del efecto del tipo de explante (cotiledones y hojas verdaderas), método de
siembra y la presencia o ausencia de cortes en el establecimiento in vitro de Tabebuia
rosea (Experimento 1). Zamorano, Honduras, 2001.

Fuente de Variacién GL SC SCAj CM F P
Tipo de explante (TE) 1 7,7081 7,7371 7,7371 54,06 0,000
Método siembra (MS) 13,1085 2,6560 2,6560 18,56 0,000
Corte (C) 10,3689 0,2776 0,2776 1,94 0,166
TE*MS 10,7494 0,7569 0,7569 5,29 0,023
TE*C 1 02522 0,2524 0,2524 1,76 0,186
C*PS 10,0586 0,0434 0,0434 0,30 0,583
TE*C*MS 10,0542 0,0542 0,0542 0,38 0,539
Error 127 19,0333 19,0333 0,1431

Total 134 31,3333

Anexo 7. Andlisis de varianza para la porcentaje de vitrificacion (PV) a los 33 dds segun
el tipo de explantes (cotiledones, hipocétilos y hojas verdaderas) utilizado en el
establecimiento in vitro de Tabebuia rosea (Experimento 1). Zamorano, Honduras, 2001.

Fuente de GL SC SC CM F P
Variacién Ajustada

Tipo de explante 2 0,4684 0,4684 0,2342 0,93 0,396
Error 158 39,7055 39,7055 0,2513

Total 160 40,1739

Anexo 8. Andlisis de varianza para el porcentaje de vitrificacion (PV) a los 33 dds en la
evaluacion del efecto del tipo de explante (Cotiledones y hojas verdaderas), método de
siembra y la presencia o ausencia de cortes en el establecimiento in vitro de Tabebuia
rosea (Experimento 1). Zamorano, Honduras, 2001.

Fuente de Variacion GL SC SC Aj CM F P
Tipo de explante (TE) 1 0,3950 0,3905 0,3905 1,66 0,300
Meétodo de siembra (PS) 1 0,3347 0,2056 0,2056 1,06 0,305
Corte (C) 1 0,0048 0,0122 0,0122 0,06 0,803
TE*PS 1 0,7533 0,7569 0,7569 3,91 0,050
TE*C 1 0,0661 0,0662 0,0662 0,34 0,560
C*PS 1 0,0054 0,0038 0,0038 0,02 0,890
TE*C*PS 1 0,0074 0,0074 0,0074 0,04 0,846
Error 133 25,7667 25,7667 0,1937

Total 140 31,3333
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Anexo 9. Analisis de varianza para la variable nimero de nudos por explante (NNE) a los
33 dds en la evaluacion del efecto de la bencilaminopurina (BAP) en el establecimiento in

vitro de apices meristematicos de Tabebuia rosea (Experimento 2a). Zamorano,
Honduras, 2001.

Fuente de GL SC SC Aj CM F P
Variacion

BAP 4 0.001 0.001 0.000 0.05 0.99
Rep 2 0.013 0.013 0.007 2.09 0.186
Error 8 0.025 0.025 0.003

Total 14 0.038 0.038

Anexo 10. Analisis de varianza para la variable altura por explante (APE) a los 33 dds en
la evaluacién del efecto de la bencilaminopurina (BAP) en el establecimiento in vitro de
apices meristematicos de Tabebuia rosea (Experimento 2a). Zamorano, Honduras, 2001.

Fuente de GL SC SC Aj CM F P
Variacion

BAP 4 9.67 9.67 2.417 27.06 0.000
Rep 2 0.37 0.37 0.186 2.08 0.187
Error 8 0.71 0.71 0.089

Total 14 10.76 10.76

Anexo 11. Andlisis de regresion para la variable altura por explante (APE) vrs. nivel de
Bencilaminopurina (BAP) a los 33 dds en el establecimiento in vitro de épices
meristematicos de Tabebuia rosea (Experimento 2a). Zamorano, Honduras, 2001.

APE =8.85+0.109 BAP

Predictor Coef SE Coef

Constant 8.8467 0.1660 53.30 0.000

BAP 0.10933 0.01355 8.07 0.000

S=0.3711 R-Sq=83.4% R-Sq(adj)=82.1%

Analisis de Varianza

Fuente GL SC CM F P
Regresion 1 8.9653 8.9653 65.09 0.000
Error 13 1.7907 0.1377

Total 14 10.7560
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Anexo 12. Apice meristemdtico con brotes basales, a los 32 dds en el establecimiento in

vitro de Tabebuia rosea. Zamorano, Honduras, 2001.

Anexo 13. Analisis de varianza para el numero de brotes basales por explante (NBE) a los
33 dds en la evaluacion del efecto de la Bencilaminopurina (BAP) en el establecimiento in

vitro de apices meristematicos de Tabebuia rosea (Experimento 2a). Zamorano,

Honduras, 2001.

Fuente de GL SC SC Aj CM F P
Variacion

BAP 4 7.996 7.996 1.999 108.05 0.000
Rep 2 0.052 0.052 0.026 1.41 0.3
Error 8 0.148 0.148 0.0185

Total 14 8.196 8.196

Anexo 14. Analisis de varianza para la variable altura por brote basal (APB) obtenidos a
los 33 dds en la evaluacion del efecto de Bencilaminopurina BAP en el establecimiento in

vitro de &pices meristematicos de Tabebuia rosea (Experimento 2a). Zamorano,
Honduras, 2001.

Fuente de |GL SC SC Aj CM F P
Variacion

BAP 4 7.10 7.1 1.77 35.5 0.00
Rep 2 0.1 0.1 0.05 1 0.41
Error 8 0.4 0.4 0.05

Total 14 7.6
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Anexo 15. Analisis de varianza para la variable porcentaje promedio de callo (PC) a los
33 dds en la evaluacion del efecto de la Bencilaminopurina (BAP) y el Acido 2.4

Diclorofenoxyacetico (2,4-D)

en el

establecimiento,

induccion

callogénica y

morfogénetica in vitro de explantes cotiledonares e hipocotiledonares de Tabebuia rosea.
(Experimento 3a). Zamorano, Honduras, 2001.

Fuente de GL SC SC aj CM F P
variacion

Tipo de explante 1 0,327 0,216 0,216 0,62 0,433
(TE)

BAP 3 342,671 327,180 109,060 310,91 0,000
2,4-D 2 44,695 47,855 23,927 68,21 0,000
BAP*2.,4-D 6 137,145 143,091 47,697 135,98 0,000
TE*BAP 3 0,955 0,608 0,304 0,87 0,421
TE*2,4-D 2 61,843 62,062 10,344 29,49 0,000
TE*BAP*2,4D 6 120,925 120,925 20,154 57,46 0,000
Error 649 227,653 227,653 0,351

Total 672 936,214

Anexo 16. Explante hipocotiledonar a los 28 dds en la evaluacion del efecto de la
Bencilaminopurina (BAP) y el Acido 2,4 Diclorofenoxyacetico (2,4-D) en el
establecimiento, induccion callogénica y morfogénetica in vitro de Tabebuia rosea
(Experimento 3a). Zamorano, Honduras, 2001.
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Anexo 17. Explante cotiledonar a los 27 dds en la evaluaciéon del efecto de la
Bencilaminopurina (BAP) y el Acido 2,4 Diclorofenoxyacetico (2,4-D) en el
establecimiento, induccion callogénica y morfogénetica in vitro de Tabebuia rosea
(Experimento 3a). Zamorano, Honduras, 2001.

Anexo 18. Analisis de varianza para la variable porcentaje promedio de oxidacion (PO) a
los 22 dds en la evaluacion del efecto de la Bencilaminopurina (BAP) y el Acido 2,4
Diclorofenoxyacetico (2,4-D) en el establecimiento, induccion callogénica y
morfogénetica in vitro de explantes cotiledonares e hipocotiledonares de Tabebuia rosea
(Experimento 3a). Zamorano, Honduras, 2001.

Fuente de variacion GL SC SC aj CM F P
Tipo de explante (TE) 1 16,4760 16,6922 16,6922 174,70 0,000
BAP 3 5,8981 5,8684 1,9561 20,47 0,000
2,4-D 2 2,9769 2,9921 1,4960 15,66 0,000
BAP*2,4-D 6 6,0712 6,1888 2,0629 21,59 0,000
TE*BAP 3 3,9283 4,0564 2,0282 21,23 0,000
TE*2,4-D 2 3,6169 3,7707 0,6285 6,58 0,000
TE*BAP*2,4D 6 9,7944 9,7944 1,6324 17,08 0,000
Error 651 62,2011 62,2011 0,0955

Total 674 110,9630
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Anexo 19. Andlisis de varianza para la variable porcentaje de oxidacion (PO) a los 33 dds
en la evaluacion del efecto de la Bencilaminopurina (BAP) y el Acido 24
callogénica y
morfogénetica in vitro de explantes cotiledonares e hipocotiledonares de Tabebuia rosea
(Experimento 3a). Zamorano, Honduras, 2001.

Diclorofenoxyacetico (2,4-D) en el

establecimiento,

induccion

Fuente de variacion |GL SC SC aj CM F P

Tipo de explante 1 491775 4,90719 4,90719 83,13 0,000
(TE)

BAP 3 3,10921 3,07635 1,02545 17,37 0,000
2,4-D 2 0,48540 0,47631 0,23815 4,03 0,018
BAP*2,4-D 6 2,76158 2,70781 0,90260 15,29 0,000
TE*BAP 3 0,57747 0,61332 0,30666 5,19 0,006
TE*2,4-D 2 1,52980 1,61949 0,26992 4,57 0,000
TE*BAP*2,4D 6 2,03165 2,03165 0,33861 5,74 0,000
Error 651  38,43009  38,43009 0,05903

Total 674  53,84296

Anexo 20. Tejido callogénico a los 31 dds en la evaluacion del efecto del 2,4-D en la
mutiplicacion de tejido callogénico en el establecimiento in vitro de Tabebuia rosea
(Experimento 3b). Zamorano, Honduras, 2001.
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