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Resumen

El cenizaro (Samanea saman) es una especie nativa de arbol en Costa Rica, de
reconocido valor econémico por la calidad de la madera y la variedad de usos; estas
caracteristicas le permite competir con otras especies usadas para reforestacion,
con el fin de generar productos dirigidos a mercados selectos. El objetivo de esta
investigacion fue desarrollar una metodologia para el establecimiento in vitro de
Cenizaro como herramienta para un programa de mejoramiento genético y
conservacion de germoplasma en Costa Rica. El ensayo se establecio a partir de
material reproducido en un invernadero micro tinel y fuera de este; posteriormente,
se evaluaron dos agentes desinfectantes, hipoclorito de sodio (NaClO) y cloruro de
mercurio (HgClz2), en diferentes concentraciones y tiempos de exposicion. Se
obtuvieron porcentajes de establecimiento in vitro bajos e inferiores al 12,5 % al
emplear material proveniente del invernadero tipo tinel; mientras que, el material
proveniente fuera del invernadero, presentd porcentajes de establecimiento in vitro
superiores a 72,3 %. EIl tratamiento para el segundo ensayo presentd menor
porcentaje de contaminacién para nudos fue con el uso de hipoclorito de sodio
(NACIO) al 1 % por 20 minutos (D5), en el cual se obtuvo un 85,47 % de explantes
establecidos y con la mejor apariencia. Por otro lado, el mejor tratamiento para
apices fue con el uso de cloruro de mercurio (HgClz) al 0,2 % por 5 minutos (D6),

en el cual se obtuvo un 100 % de explantes establecidos y con la mejor apariencia.

Palabras clave: Cenizaro, Samanea saman, in vitro, desinfeccion, explantes,

establecimiento.



1 Escuela de Ciencias de Ambientales, Universidad Nacional, Costa Rica.

maryct8@gmail.com

2 Instituto de Investigacion y Servicios Forestales, Universidad Nacional, Heredia,

Costa Rica. ana.hine.gomez@una.cr; laura.sanchez.calvo@una.cr
Abstract

The Cenizaro tree species (Samanea saman) is native to Costa Rica, of recognized
economic value due to the quality of the wood and variety of uses, characteristics
that allow it to compete with other species used for reforestation in order to generate
products aimed at select markets. The objective of this research was to develop a
methodology for the in vitro establishment of Cenizaro as a tool for a genetic
improvement and germplasm conservation program in Costa Rica. The test was
established from material reproduced in a tunnel-type micro-greenhouse and outside
of it, two disinfectant agents, sodium hypochlorite (NaClO) and mercuric chloride
(HgCl2), were evaluated at different concentrations and exposure times. Low in vitro
establishment percentages of less than 12.5 % were obtained when using material
from the tunnel-type greenhouse, while material from outside the greenhouse
presented in vitro establishment percentages greater than 72.3 %. The best
treatment for second trial of nodes was sodium hypochlorite (NaCIO) 1 % i.a for 20
minutes (D5), in which 85.47 % of established explants and with the best appearance
were obtained. Morever, he best treatment for apexes was mercuric chloride (HgCl2)
0.2 % for 5 minutes (D6), in which 100 % of established explants and with the best

appearance.

Keywords: Cenizaro, Samanea saman, in vitro, disinfectant agents, explant,

establishment.



Introduccién

Los bosques naturales o plantados juegan un papel fundamental en aspectos
ambientales, econdmicos y sociales a nivel mundial. De acuerdo con Reed, et al.
[1], estos proporcionan lefia, medicamentos, ingresos y empleo para millones de
personas de areas rurales. Ademas, el componente arbdreo brinda beneficios
ambientales al regular el aire y el agua, facilita la polinizacion de los cultivos,

enriquece el suelo y reduce la erosion.

En muchos lugares, los madereros y comerciantes de madera estan involucrados
en la tala ilegal y la sobre explotacion de los recursos, lo que provoca impactos
negativos en la economia y servicios ecosistémicos [2]. Lo anterior, ocasiona una
alta erosion genética al reducir las reservas de germoplasma en los bosques.
Aunado a lo anterior, el autor Quesada [3] menciona que, a medida que transcurre
el tiempo, este escenario de explotacién provocara que las especies declinen en su
capacidad reproductiva y en la alteracion del medio en que se desarrollan; por lo
tanto, esta situacion repercute directamente en el aprovechamiento futuro, ya que
la disponibilidad de material vegetal de calidad para programas de mejoramiento

seria escaso o inexistente.

El interés por la conservacién del germoplasma usado en la reforestacién o el
manejo de bosques ha contribuido al desarrollo de herramientas en el campo del
mejoramiento genético, con el fin de impulsar la actividad forestal. Asimismo, el
auge de las tecnologias de propagacion vegetativa in vivo ha evolucionado en la
ultima década en el pais, lo que ha permitido avances significativos en la clonacion
de practicamente todas las especies forestales comerciales del pais [4]. Debido a lo
anterior, se han desarrollado protocolos para la propagacion de especies forestales
nativas y, de esta manera, facilitar la reforestacion del mayor nimero de individuos

de calidad genética.

De acuerdo con Scherer, et al. [5], a través de la micropropagacion, se ha avanzado
en la implementacion de procedimientos que permiten el desarrollo de especies
mejoradas. Para facilitar la clonacion de materiales seleccionados en el corto plazo,
la micropropagacion se convierte en una herramienta de la biotecnologia que
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permite la produccién de individuos con caracteristicas genéticas similares a la
planta que les dio origen. Ademas, el establecimiento in vitro permite un rapido
aumento en el namero de plantas o la obtencion de material vegetal con elevada

calidad sanitaria.

A pesar de la importancia econémica y ecoldgica de la especie a nivel nacional e
internacional, existe poca informacién en la literatura sobre el establecimiento in
vitro del cenizaro como parte de un programa de conservacion y mejoramiento
genético. Por lo tanto, se vuelve imperante la micropropagacion a través del cultivo
de tejidos mediante un sistema eficiente de propagacion vegetativa. Hasta la fecha,
no hay informacion sobre micropropagacion de especies de cenizaro para producir

clones fieles [6].

El objetivo de esta investigacion es desarrollar una metodologia para el
establecimiento in vitro de S. saman (Cenizaro) para un programa de mejoramiento

genético y conservacion de germoplasma en Costa Rica.
Materiales y métodos

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Forestal del Instituto
de Investigacion y Servicios Forestales (INISEFOR) de la Universidad Nacional,
ubicado en Santa Lucia Barva, Heredia, Costa Rica. El laboratorio cuenta con un
area de introduccion y multiplicacion de material vegetal, ademas de equipo

especializado para el desarrollo de proyectos.

Como material vegetal se emplearon plantulas a partir de una semilla germinada en
el invernadero, provenientes de la coleccion de semillas del proyecto denominado
“Bases para el mejoramiento genético y conservacion de germoplasma de cenizaro
(S. saman) en Costa Rica”, adscrito al INISEFOR.

Mantenimiento de las condiciones fitosanitarias de plantas madre en invernadero.
Para el primer ensayo, las plantas se mantuvieron en un invernadero micro tunel

con riego por aspersion diario, con un régimen de riegos de un minuto tres veces



por dia (Figura 1A), donde la humedad promedio fue de 72,6 %. Para este caso, se

emplearon los tratamientos de desinfeccion del D1-D4.

Posteriormente, basado en los resultados del primer ensayo, las plantas madre se
trasladaron a un espacio dentro del invernadero, pero fuera del invernadero micro
tunel para un segundo ensayo se emplearon los tratamientos de desinfeccion D5 y
D6. Con un régimen de riegos de un minuto tres veces por dia, y aplicando

Kasugamicida 5 ml/l (fungicida y bactericida) dos veces por semana (Figura 1B).

Figura 1. Plantas mantenidas en un invernadero micro tunel (A) y plantas

mantenidas fuera del invernadero micro tunel (B).

Figure 1. Plants kept inside a micro tunnel greenhouse (A) and plants kept outside
the micro tunnel greenhouse (B).

Colecta de material. EI material experimental para introducir en condiciones in vitro,
consistié en apices y nudos tomados del ultimo y antepenultimo segmento nodal de
cada plantula. En total fueron 120 explantes para cada desinfeccion.
Posteriormente, se evaluaron dos metodologias de desinfeccion para la

introduccién in vitro de los nudos, descrita a continuacion.

Metodologias de desinfeccion de segmentos nodales, para el establecimiento en
condiciones in vitro. Para esta etapa, se emplearon dos métodos de trabajo,
partiendo de la metodologia de desinfeccion de semillas de S. saman establecida
por Valverde, et al. [7] y Hine, et al. [8].



En primer lugar, de las plantas desarrolladas y mantenidas en condiciones de
invernadero, se cortaron los apices y segmentos nodales de 2,5 cm de largo y se
colocaron bajo un flujo constante de agua durante 30 min. Seguidamente, se lavaron
con agua Yy jabdn liquido 1% (bactex antibacterial®) por 10 min en agitacion.

Posteriormente, se siguié la metodologia del Cuadro 1 y Cuadro 2.

Cuadro 1. Tratamientos de desinfeccion empleados para el establecimiento en
condiciones in vitro de nudos y apices provenientes de plantas mantenidas en un

invernadero micro tunel correspondientes al primer ensayo.

Table 1. Disinfection treatments used for the establishment in vitro conditions of

nodes and tips from plants kept in a tunnel-type micro-greenhouse to belong the first

trial
Tratamientos
Pasos D D D D
1 2 3 4
Sumergir en una mezcla en agitacion de Agrimicin® (2 g/l) y X X
Benlate® (2 g/l) por 30 min
Sumergir en una solucién en agitacion de hipoclorito de sodio X

(NaClO) al 1% i.a. + tween al 0,1 % por 20 min.

Sumergir en una solucién de cloruro de mercurio (HgCl2) al 0,1 X
% p/v por 5 min en agitacion

Sumergir en una solucién en agitacion de hipoclorito de sodio X
(NaClO) 2,5% i.a.+ tween al 0,1 % por 15 min.

Sumergir en una solucién de cloruro de mercurio (HgCl2) al 0,1 X
% p/v por 5 min con bomba de vacio.

Tres lavados con agua destilada estéril, en la camara de flujo X X X X

laminar, durante 2 min.

x: Paso aplicado, D: tratamiento de desinfeccion.

Cuadro 2. Tratamientos de desinfeccion empleados para el establecimiento en
condiciones in vitro de nudos y apices de plantas mantenidas fuera del invernadero

micro tunel.

Table 2. Disinfection treatments used for the establishment in vitro conditions of

nodes and tips of plants kept outside the tunnel-type micro-greenhouse.



Tratamientos

Pasos D5 D6
Sumergir en una mezcla en agitacion de Kasugamicida 5 ml/l por %

30 min

Sumergir en una solucién en agitacion de hipoclorito de sodio X

(NaClO) 1 % i.a.+ tween al 0,1 % por 20 min.

Sumergir en una solucién de cloruro de mercurio (HgCI2) al 0,2% X
p/v por 5 min con bomba de vacio

Tres lavados con agua destilada estéril, en la cadmara de flujo
laminar, durante dos min.

x: Paso aplicado, D: tratamiento de desinfeccion.

Por dltimo, se inocularon en los medios de cultivo MS (1962) y WPM, descrito a

continuacion.

Efecto del medio de cultivo semisolido de Murashige y Skoog (MS) (1962) [9] y
Woody Plant Medio (WPM) sobre el crecimiento de segmentos nodales. Se evalu6
el efecto del medio de cultivo semisdlido empleando dos medios de cultivo: el MS
(1962) y el (WPM). Ambos se complementaron con 3 % de sacarosa, el pH del
medio fue ajustado a 5,7 antes de la esterilizaciéon por autoclave (21 °C, 1,1 kg/cm?
presion y 25 min) y, finalmente, se solidificaron con 0,2 % de Phytagel®. Cada
unidad experimental consistié en un tubo de ensayo con 10 ml de medio, con 30
repeticiones por tratamiento. El material cultivado se colocdé en el cuarto de
crecimiento a una temperatura de 25 °C, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 30
umol m2 st de intensidad luminica. La evaluacién de la contaminacion se realizé

cada ocho dias durante un mes.

Disefio estadistico y analisis de informacién. Se realizaron dos ensayos
independientes primeramente se analizé el material proveniente del invernadero
micro tinel y posteriormente se evalué el material proveniente fuera del invernadero

micro tunel.

Para cada desinfeccion consistio en treinta nudos y treinta apices introducidos en
condiciones in vitro, con dos repeticiones. Como unidad experimental, se consideré
un nudo de 2,5 cm de longitud cultivado en un tubo de ensayo (150 mm x 25 mm)

con 10 ml de medio de cultivo. Se evaluaron las variables: porcentaje de nudos y



apices contaminados, numero de nudos y apices establecidos in vitro, nimero
promedio de brotes por nudo desinfectado y longitud de los brotes. Asimismo, el
ensayo se evalu6 semanalmente durante un mes. Se utiliz6 un modelo lineal
general y, posteriormente, las diferencias entre los tratamientos se determinaron
con la prueba exacta de Fisher con una confianza del 95 %. El procesamiento de la

informacion se realizd con el “software” estadistico Minitab.

Resultados y discusion

Al evaluar el efecto de cada una de las metodologias de desinfeccion sobre los
apices y nudos provenientes de invernadero tipo tanel en el primer ensayo, se
obtuvo una diferencia estadistica significativa en cada una de las variables
evaluadas (P< 0,05) y altos porcentajes de contaminacion, mayormente por
bacteria. Sin embargo, se puede apreciar que, tanto para el caso de los nudos como
de los apices, no se observo diferencia estadistica significativa entre los resultados
de las metodologias de desinfeccion D1, D2 y D3 con respecto a la contaminacion
por bacteria, mostrando un porcentaje de contaminacion superiores al 70 %. De
igual manera, se puede apreciar que, tanto para el caso de los nudos como de los
apices, tampoco se observo diferencia estadistica significativa entre las
metodologias de desinfeccién D1 y D2 con respecto al porcentaje de explantes
establecidos, obteniéndose un promedio entre un 7 % y un 11 % de explantes
establecidos en condiciones in vitro, respectivamente (Cuadro 3).

Ademas, los resultados obtenidos evidencian que sin importar el tipo de explante,
con la desinfeccion D3 no se logra el establecimiento de explantes en condiciones
in vitro. Aunado a lo anterior, es importante mencionar que, aunque la metodologia
de desinfeccion D4 obtuvo los porcentajes mas bajos de contaminacién por bacteria
sin importar el tipo de explantes, el porcentaje promedio de explantes establecidos

en condiciones in vitro fue bajo (1,5 %).

Los resultados obtenidos muestran que al emplear hipoclorito de sodio (NaClO) al
1% i.a. + tween al 0,1 % por 20 min (D1) o cloruro de mercurio (HgCl2) al 0,1 % p/v
por 5 min en agitacion (D2), se obtiene en promedio los mismos porcentajes de
establecimiento tanto para apices como para nudos. Sin embargo, al aumentar la
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concentracion de hipoclorito de sodio (NaClO) a 2,5 % i.a. y disminuir el tiempo de
exposicion a 15 minutos (D3) o emplear bomba en la metodologia cloruro de
mercurio (HgCl2) al 0,1 % p/v por 5 minutos (D4), los resultados no mejoran ni para
el porcentaje de contaminacion ni para el porcentaje de nudos o apices establecidos
en condiciones in vitro (Cuadro 3).

Cuadro 3. Establecimiento en condiciones in vitro de nudos y apices provenientes
de plantas mantenidas en invernadero micro tinel, luego de 28 dias de cultivo in

vitro.

Table 3. Establishment under in vitro conditions of nodes and tips from plants kept

inside a tunnel-type micro-greenhouse, after 28 days of in vitro culture.

Explante Desinfeccion* Contaminacion Mortalidad  Explantes
(%) establecidos
: (%)
Hongo Bacteria Ambos
(%) (%) (%0)**
| ! ! |
D1 8,33 81,672 3,330 0,00P 6,66 2
Nudos
D2 11,67 80,002 1,67° 0,00P 6,66 abC
D3 10,00P 71,67% 15,00 3,33° 0,00°¢
a
D4 40, 322 43,55°¢ 14,52 0,00P 1,61 bc
a
I I | ! | |
) D1 3,33P 86, 672 1,11° 0,00° 8,88 &
Apices
D2 8,86P 74,68% 1,27° 2,53 12,652
D3 3,17° 87, 302 0,00° 9,522 0,00°¢
D4 12,50P 65,63° 20,31 0,00P 1,56 ¢

a

Si las letras son distintas, es que hay diferencias significativas p < 0.05.

*D1: Hipoclorito de sodio (NaClO) al 1 % i.a. por 20 min, D2: cloruro de mercurio (HgCl.) al
0,1 % p/v por 5 min en agitacién, D3: Hipoclorito de sodio (NaClO) 2,5 % i.a. por 15 min y
D4: cloruro de mercurio (HgCly) al 0,1 % p/v por 5 min con bomba de vacio.
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** En la variable ambos se deben considerar los explantes contaminados tanto por bacteria
como por hongo.

Estos resultados confirman lo investigado por otros autores, los cuales reportan que
las plantas de tallo lefioso poseen mas dificultad para ser introducirlas in vitro [10],
el establecimiento del cultivo es a menudo limitado debido a las tasas de
contaminacion mayores [11], y que, por su crecimiento lento, se encuentran mas
propensas durante mayor tiempo a diferentes tipos de bacterias y hongos dificiles
de erradicar externamente [12], [13].

Un factor que pudo haber afectado la eficiencia de las metodologias de desinfeccion
empleadas, pudo ser que se introdujo material proveniente del invernadero micro
tunel, donde el ambiente con alta humedad relativa, propicié la proliferacion de
microorganismos. En paises tropicales, las condiciones de temperatura y humedad
son propicias para el desarrollo de un sinnimero de organismos, como es el caso
de los hongos [14]. Por lo general, se desarrollan en ambientes con humedad
relativa de 74 % a 80 % y temperaturas que van de los 23 °C a los 28 °C [15], los
cuales, se encuentran dentro del rango de humedad identificado en el invernadero
micro tipo tunel de 72 % y 25 °C en promedio. Lo anterior evidencié que el manejo
fitosanitario de las plantas madre antes de realizar los ensayos de establecimiento

in vitro es de suma importancia.

Establecimiento in vitro de nudos y apices tomados de plantas provenientes de
invernadero, mantenidas fuera del tinel. Dado los resultados identificados en el
ensayo del material vegetal provenientes del micro tunel, se resolvié emplear un
manejo fitosanitario y colocar las plantas en temperatura ambiente, dicho proceso

evidencioé mejoras en el establecimiento del protocolo.

Al evaluar el efecto del hipoclorito de sodio (NaCIlO) al 1 % i.a. + tween al 0,1 % por
20 min (D5) y cloruro de mercurio (HgCl2) al 0,2 % p/v por 5 min con bomba de vacio
(D6) sobre los explantes (apices o nudos) mantenidas fuera del invernadero micro
tunel, se obtuvo una diferencia estadistica significativa en cada una de las variables
evaluadas (P< 0,05) (Cuadro 4). Ambas metodologias mostraron ser eficientes en
la eliminacion de patdégenos, obteniéndose porcentajes muy bajos de
contaminacion, inferiores al 13 % (Cuadro 4). Estos bajos porcentajes, permitieron
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la obtencion de altos porcentajes de establecimiento de nudos y &pices. Para el
caso de los nudos, se encontré una diferencia estadistica significativa (p = 0,05)
entre ambas metodologias respecto al porcentaje de establecimiento, siendo la
metodologia con del hipoclorito de sodio (NaClO) con la que se obtiene mayor
porcentaje de establecidos en condiciones in vitro (85%) (Fig 2A). Para el caso de
los apices, no se encontrd diferencia estadistica significativa entre ambas
metodologias respecto al porcentaje de establecimiento, la cual alcanzo porcentajes
altos de nudos establecidos en condiciones in vitro entre un 98 % y 100 % (Cuadro
4). Sin embargo, se observé que los apices tratados con la metodologia de
desinfeccion que incluia cloruro de mercurio (HgCl2) (Figura 2B), presentaron mejor

apariencia.

Cuadro 4. Establecimiento en condiciones in vitro de nudos y apices provenientes
de plantas mantenidas fuera del invernadero micro tunel, luego de 35 dias de cultivo

in vitro.

Table 4. Establishment under in vitro conditions of nodes and tips from plants kept

outside the tunnel-type mini-greenhouse, after 28 days of in vitro culture.

Explante Desinfeccion* Contaminacién Mortalidad (%) Explantes
Establecidos
. (%)
Hongos Bacteria Ambos
(%) (%) (%)
] | |
Nudos D5 3,42 5082 2,56 ° 2,56 85,47°
D6 13,002 4,07 8,942 1,63 72,36 ¢
; T T T T T T
Apices D5 1,67 0,00° 0,00° 0,00 98,332
D6 0,00° 0,00° 0,00° 0,00 100 @

Si las letras son distintas, es que hay diferencias significativas p < 0.05.

*D5: Hipoclorito de sodio (NaClO) al 1 % i.a. por 20 min, D6: cloruro de mercurio (HgCly) al
0,2 % p/v por 5 min con bomba. Prueba Fisher con un 95% de confianza.
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** En la variable ambos se deben considerar los explantes contaminados tanto por bacteria
como por hongo.

Segun lo expuesto por los autores Kasthurirengan et al [6], se logré una introduccién
exitosa de cenizaro con nudos provenientes de una planta madre de 20 afios de
edad, aplicando el hipoclorito de sodio (NaClO) al 5,25 % durante 15 min. Por otra
parte, Valverde et al [7], lograron un establecimiento usando como material semillas
e hipoclorito de sodio al 5,5 %. Lo anterior confirma los resultados obtenidos, ya que
se ha demostrado en trabajos previos, que el hipoclorito de sodio (NaCIlO) funciona
exitosamente en el establecimiento in vitro de la especie de S. saman,

probablemente debido a ser un material de bajo costo y alta efectividad.

A diferencia de los estudios anteriores reportados para S. saman, se utilizé material
vegetal germinado en invernadero, el cual, permite el establecimiento de material
vegetal y su posterior multiplicacion a través del tiempo. Ademés, uno de los
hallazgos de esta investigacion, es que se demostré que el uso de cloruro de

mercurio (HgCl2) es un método novedoso para la especie.

Asimismo, en el presente estudio se observé una mayor contaminacion por nudos
en comparacion con los apices. Araya [16], encontré resultados similares para Alnus
acuminata (Jaul), donde los &pices obtuvieron una menor contaminacion, cuyo
porcentaje de contaminacion no fue mayor al 45 %. En su estudio utilizd 4
concentraciones de hipoclorito de sodio (NaClO): 0,5 %, 1,0 %, 2,5 % y 5,0 %.

De esta manera, considerando que los apices son estructuras juveniles y de
crecimiento continuo, se dificulta a los agentes contaminantes almacenarse en el
interior de dichos tejidos. Tal y como lo indica Araya [16], los apices son zonas de
crecimiento activo, lo que hace que tanto los hongos como las bacterias se localizan
en los primordios externos, que son precisamente los que se eliminan durante los

procesos de desinfeccion y diseccion.
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Figura 2. Nudos (A) y apices (B) establecidos en condiciones in vitro.

Figure 2. Nodes (A) and tips (B) established under in vitro conditions.

Evaluacion de efecto de medio de cultivo y su induccién de brotes en segmentos
nodales. De acuerdo con el Cuadro 5, se observa una diferencia significativa entre
los dos medios de cultivo, demostrando un mejor desarrollo para MS tanto para la
variable brotacion de nudos (51,67 %) como para la longitud del brote (0,32 cm). En
términos de apariencia, el WPM presenté mayor cantidad explantes de color marrén
en comparacion con el cultivo MS. Segun los autores Azofeifa [17] y Vilchez, et al.
[18], el oscurecimiento de tejidos es con frecuencia mas pronunciado en un tipo de
medio de cultivo que en otro, lo cual puede ser causado por el uso inapropiado de

alguno de los nutrientes empleados en el medio.

La media de brotes por explante con la formulacion sin la incorporacion de ningun
tipo de concentraciones de hormonas fue de 51,67 % para el mejor caso. Mientras
gue lo expuesto por los autores Kasthurirengan et al [6], donde utilizaron diversas
concentraciones de 6-Bencilaminopurina (BA), Acido giberélico (GAs) alcanzando
para el mejor caso 12,5 brotes por explante en MS y 7,5 en WPM; asimismo, dichos
autores confirman que la especie tiene un 6ptimo desarrollo en el medio de cultivo
MS.
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Por el contrario, un resultado diferente de otros estudios de especies lefiosas donde
es mejor el WPM, se presenta en Campos et al [18], donde registraron en su
investigacion ser mas eficiente el medio WPM para el cultivo in vitro de Swietenia
macrophylla King (caoba), el cual permitié obtener las tasas mas altas respecto a la
variable nimero de hojas, longitud y nimero de brotes. Ademas, Vilchez, et al. [19],
obtuvo una mejor respuesta para el medio WPM en comparaciéon con MS en las
variables evaluadas: niumero de nudos, numero de brotes y longitud de brotes, para

la especie Psidium guajava (guayaba).

En el estudio se evidencid, un éptimo desarrollo de S. saman en un medio mas que
en otro, esto se puede deber a que, el medio MS posee mayores concentraciones
NH4* y CaCl: en comparacion con WPM [6], asimismo, Vengadesan et al. [20]
menciona que la concentracion idnica es relativamente baja para el medio WPM por
lo que, puede afectar en la formacién y crecimiento de brotes. Resultados similares
fueron obtenidos en otras especies leguminosas Acacia sinuata [20] y Pterocarpus
marsupium [21]. Lo anterior, sugiere que el medio MS favorece en la brotacion de

especies arboreas leguminosas

Cuadro 5. Efecto del medio de cultivo sobre la inducciéon de brotes en nudos de S.
saman establecidos en condiciones in vitro, luego de 35 dias de cultivo.
Table 5. Effect of the culture medium on the induction of shoots in S. saman nodes

established under in vitro conditions, after 35 days of culture.

Medio de Brotacion Longitud del Media de brotes
cultivo (%) brote por explante
(cm)
MS 51,67 @ 0,322 12
WPM 34,17° 0,16 ° QP

Si las letras son distintas, es que hay diferencias significativas p < 0.05.
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Conclusiones

En la presente investigacion para la especie de S. saman, los resultados indicaron
que para el segundo ensayo (D5 y D6) los tratamientos evaluados presentaron
menor porcentaje de contaminacion a diferencia del primer ensayo (D1-D4).
Evidenciando la importancia del manejo y condiciones ambientales del material

vegetal.

Para el establecimiento in vitro de la especie la metodologia con solucidon en
agitacion de hipoclorito de sodio (NaCIO) 1 % i.a.+ tween al 0,1 % por 20 minutos
se obtiene mayor porcentaje de nudos establecidos en condiciones in vitro (85%).
Sin embargo, se observé que los apices tratados con la metodologia de desinfeccién
que incluia solucion de cloruro de mercurio (HgClz) al 0,2 % p/v por 5 minutos con
bomba de vacio, presentaron mejor apariencia (100%), demostrando que el uso de
cloruro de mercurio es un método novedoso para la especie, siendo uno de los
principales hallazgos de la investigacion. Ambas metodologias mostraron ser
eficientes en la eliminacion de patégenos ya que, se obtuvieron porcentajes bajos

contaminacion.

Asimismo, el tipo de medio de cultivo influyd en la multiplicacion y longitud de brotes
de S. saman logré mejores resultados para MS, resultados similares para especies
leguminosas se reportaron. Demostrando que la especie tiene un 6ptimo desarrollo
en ese medio de cultivo en comparacion con otras especies lefiosas donde es mejor
el WPM.

Recomendaciones

Para asegurar un mayor porcentaje de explantes establecidos, se recomienda
mantener las plantas fuera de invernadero con un control fitosanitario riguroso,
Ademas, de realizar la introduccién en época seca y, de esta manera, evitar la

proliferacion de agentes contaminantes comunes en ambientes humedos.
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