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RESUMEN

Un avance en el desarrollo de un protocolo de micropropagacién para plantas de roble (Tabebuia rosea)
ha sido logrado con el fin de producir masivamente clones de esta especie. Para determinar el mejor
tratamiento de desinfeccién superficial el efecto de tres concentraciones (1%, 2% y 3%) de hipoclorito
de sodio con tres tiempos (5, 10 y 15 min) de exposicion de los explantes consistentes de brotes axilares
de 2-3 cm de longitud fueron evaluadas después de establecidos en medio ¥ MS con (en mg L) mio
inositol (100), sacarosa (30,000), tiamina HCI (0.4) y TC agar (8,000) (Sigma Co.). Cinco tratamientos
(0.00, 2.22, 4.44, 8.88, 17.76 uM BAP) fueron utilizados para determinar las mejores condiciones para
la multiplicacion, mientras que usando el mismo medio de establecimiento, el efecto de seis tratamientos
(0.00, 1.35, 2.69, 4.03 y 5.37 uM ANA) fueron analizados para evaluar el enraizamiento in vitro de los
brotes micropropagados. Los tratamientos fueron repetidos 15 veces y se distribuyeron usando un disefio
completamente al azar. Brotes micropropagados con y sin enraizamiento in vitro fueron transferidos ex
vitro. Hipoclorito de sodio al 3% durante 10 minutos fue el mejor tratamiento de esterilizacion superficial.
La mejor tasa de multiplicacion se obtuvo con 17.76 uM BAP mientras que el mayor enraizamiento
ocurrio en presencia de 5.37 uM ANA. El enraizamiento in vitro fue necesario para la recuperaciéon de
plantas ex vitro donde se debe seguir trabajando para aumentar los porcentajes de recuperacion
mostrados.

Palabras claves: Micropropagacion, enraizamiento in vitro, ex vitro, citocinina, auxinas.

ABSTRACT

A significant advance for oak (Tabebuia rosea) micropropagation has been developed in order to massively
propagate clones. The effect of three sodium hypochlorite concentration (1%, 2% and 3%) at three
times (5, 10 y 15 min) on surface disinfestations were evaluated using explants consisting of 2-3 cm
axillary shoots established on ¥2MS with (in mg L) mio inositol (100), sucrose (30,000), thiamine HCI
(0.4) and TC agar (8,000) (Sigma Co.). Five BAP (0.00, 2.22, 4.44, 8.88, 17.76 yuM) concentration were
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evaluated for shoot multiplication and ANA at 0.00, 1.35, 2.69, 4.03 y 5.37 uM were evaluated for
shoot rooting, both experiments had 15 replicates for treatment distributed in a complete randomized
design. In vitro multiplied and rooted shoots were transferred to ex vitro for acclimatization. Ten percent
sodium hypochlorite at 10 minutes was the best surface disinfecting treatment. BAP at 17.76 uM induced
the higher multiplication rate while rooting was better with 5.37 uM ANA. Only in vitro rooted shoots
survived to ex vitro conditions at a low rate indicating the need for further investigation to improve ex

vitro acclimatization.

Key words: Micropropagation, in vitro rooting, ex vitro, citokinins, auxins.

INTRODUCCION

El roble (Tabebuia rosea Bertol DC) es una
planta dicotiledénea de la familia
Bignonieaceae con una altura de hasta 30 m
y didmetro del fuste a la altura del pecho de
hasta 1 m, con flores hermafroditas y semillas
aladas para favorecer la diseminacion por el
viento (CONABIO, 2006; USDA-GRIN,
2006). Esta planta es una de las especies
forestales nativas de Colombia con mayor
potencial para la explotacién comercial por
su duramen marréon péalido con bandas que
van desde los tonos grises hasta los amarillos
dorados, y lineas marrén oscuro con bandas
del mismo color. Adicionalmente, las
condiciones fisicas de densidad y mecéanicas
de flexién, compresion, cizalladura y dureza
entre otras permiten catalogarla como la
cuarta madera de mejor calidad en el
mercado después de la caoba (Swietenia
macrophylla), el cedro (Cedrela odorata) y la
ceiba tolta (Bombacopsis quinata) (Colorado,
2003).

Las situaciones actuales como las
restricciones impuestas por las autoridades
a la explotacion de madera preveniente
bosques naturales, el incremento de la
demanda de madera en el mercado
internacional y los incentivos ambientales y
econOmicos por captura de diéxido de
carbono han convertido los cultivos forestales
en una de las actividades agricolas con mayor
futuro econémico, a lo cual nuestro pais no
ha sido ajeno. En Colombia, la inversiéon en
cultivos forestales vienen siendo estimulada
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por politicas estatales disefiadas e
implementadas como son los programas de
cadenas productivas forestales que buscan
establecer una base forestal de 1.5 millones
ha, la zonificacion de areas de explotacién
forestal, la conformacién y modernizacion de
empresas forestales y el fomento de
condiciones para la exportacién de bienes y
servicios (Ramirez y Gémez, 1999; DNP,
2003).

El éxito de las explotaciones forestales radica
en la produccion de maderas de excelente
calidad que cumplan con los estandares
exigidos por el mercado nacional e
internacional, y al igual que toda actividad
agricola, la siembra de un material genético
de excelente calidad es el factor mas decisivo
en los resultados finales del proceso. Dentro
de este componente, la tendencia de la
foresteria moderna esta dirigida hacia la
siembra y cultivo de clones de alto
rendimiento adaptados a ambientes
especificos que permitan obtener los mayores
rendimientos expresados en términos de
calidad, volumen y uniformidad del producto
y el tiempo a cosecha (Murillo, 2004). La
aplicacién de técnicas biotecnoldgicas en
este campo ha favorecido la produccién
clonal masiva y el establecimiento de
plantaciones clonales de especies forestales
(Carrizosa et al., 1994; Nadgauda, 1999;
Gamboa y Aldenour, 1999; Chalupa, 2002;
Ndoye et al., 2003); sin embargo, su
aplicacién en forestales nativos como el roble
ha sido poca (Castro et al., 1999). El presente
trabajo ha tenido como objetivo desarrollar
un protocolo para establecer, multiplicar y
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adaptar plantas micropropagadas en
condiciones in vitro con miras la produccién
clonal masiva de plantas para el
establecimiento de cultivos comerciales.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal, desinfeccion super-

ficial y establecimiento in vitro
Plantas de 2 a 3 afios de edad fueron
establecidas en recipientes con un sustrato
(1:1:1, arena:suelo:cascarilla de arroz) y
mantenidas en una casa malla cubierta con
polisombra del 50%. Con el fin de inducir el
crecimiento de yemas axilares, las plantas
fueron decapitadas a una altura de 1 m
aproximadamente y tratadas cada dos
semanas con una solucién 1mM de kinetina.
Los explantes iniciales consistieron de brotes
originados a partir yemas axilares de
aproximadamente 2 cm que fueron aislados,
lavados durante 1 h con agua potable
directamente de la llave y posteriormente
sumergidos en una solucién de 3 g L de
fungicida Dithane® y Rifampicina® en dosis
de 300 mg L durante 20 minutos. Para
determinar el mejor método de desinfeccidn
superficial, se evalu6 el efecto de un
tratamiento control absoluto consistente de
enjuague con agua destilada estéril por 10
minutos, tres concentraciones de hipoclorito
de sodio (1%, 2% y 3%) y tres tiempos de
exposiciéon (5, 10 y 15 minutos), todos los
tratamientos fueron suplementados con 5
gotas de Tween 20® L'y los tratamientos con
hipoclorito fueron finalmente enjuagados con
tres cambios de agua estéril en condiciones
asépticas en el interior de una cadmara de flujo
laminar.

Los explantes tratados fueron establecidos en
medios de cultivos semi sélido de Murashige
y Skoog (MS) (1962) diluido a la mitad (1/2
MS) suplementado con (en mg L) mio
inositol (100), sacarosa (30,000), tiamina HCI
(0.4) y TC agar (8,000) (Sigma Co.). Un
explante fue establecido en cada recipiente
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de vidrio de 125 cc de capacidad
conteniendo aproximadamente 30 ml de
medio de cultivo; posteriormente, los frascos
fueron cubiertos con una capa de papel
aluminio, sellados con Parafilm® vy
almacenados a una temperatura de 25°C con
una intensidad luminica de 40 pumol m2 s
por un periodo de 12 horas diarias
suministrada con lamparas de luz blanca
fluorescente. Aquellos explantes que no se
contaminaron o fallaron fueron transferidos
a medios de cultivo fresco cada 3 a 4 semanas
hasta que mostraron signos de adaptacion.

Multiplicacién in vitro

Con el fin de determinar el mejor tratamiento
para la produccién de nuevos tallos a partir
del crecimiento repetido de yemas axilares,
explantes consistentes de segmentos nodales
de aproximadamente 1.5 cm de longitud con
al menos un par de yemas opuestas fueron
transferidos a un medio de cultivo similar al
de la etapa de establecimiento pero
suplementado independientemente con un
tratamiento control absoluto y cuatro
concentraciones (2.22, 4.44, 8.88 y 17.76
uM) de BAP. Los tratamientos, fueron
repetidos 15 veces cada uno y distribuidos
utilizando un disefio completamente al azar.
Al final de la cuarta semana, se registré el
numero de nuevos tallos producidos por cada
explante y la longitud promedio de los
nuevos tallos originados, el experimento fue
repetido una vez. Los datos obtenidos se
analizaron por medio de un andlisis de
varianza con base en el modelo estadistico
Y, = U ta + e donde u correspondio al
promedio general, i correspondid al efecto
del tratamiento para inducir la multiplicacion
caulinar y e correspondio efecto del error
experimental. Una vez realizado el analisis
de varianza, los promedios fueron separados
mediante la prueba de Tukey (0.05).

Enraizamiento in vitro

Los tallos micropropagados fueron
transferidos a condiciones ambientales y un
medio semi sélido similar al del estado de
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establecimiento pero suplementado
independientemente con un tratamiento
control absoluto y cuatro concentraciones
(1.35, 2.69, 4.03 y 5.37 uM) de acido
naftalenacético (ANA). Los tratamientos
fueron distribuidos utilizando un disefio
completamente al azar y después de cuatro
semanas de cultivo, se registré el nimero de
explantes que produjeron raices, se calcul6
el porcentaje de enraizamiento por cada
tratamiento, el nUmero promedio de raices
producidas por cada explante y la longitud
promedio de las raices producidas en cada
uno de los tratamientos evaluados. El analisis
de los datos se realiz6 con un andlisis de
varianza con base en el modelo estadistico
Y, = U ta + e donde p correspondié al
promedio general, i correspondié al efecto
del tratamiento de enraizamiento y e fue el
efecto del error experimental. Los promedios
fueron separados utilizando una prueba de
separacion de medias de Tukey (0.05).

Transferencia a ex vitro

Las plantas micropropagadas directamente de
la etapa de multiplicacién y otras enraizadas
in vitro fueron transferidas en bandejas
conteniendo un sustrato desinfectado con
proporciones 1:1:1 de arena, cascarilla de
arroz y suelo. Para aquellos brotes sin
enraizamiento, se evalud el efecto de un
tratamiento control y tres concentraciones
(2.69, 5.37 y 10.74 mM) de ANA diluidas en
agua destilada para evaluar el efecto en el
enraizamiento y la recuperacion final de
plantas adaptadas, sumergiendo la base de
los brotes en la solucién de ANA por un
minuto. Todas las plantas fueron colocadas
en una casa malla con polisombra del 30%
de transmision de luz y riegos intermitentes
de 30 segundos cada doce minutos durante
las primeras dos semanas. Posteriormente
fueron transferidas a otra area de la misma
casa malla cubierta con polisombra del 70%
de transmision de luz y 4 riegos de 30
segundos por dia. Al final de la octava
semana se registré el porcentaje de plantas
gue sobrevivieron.
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Preparacion de medios de cultivo y
esterilizacion

El pH de todos los medios fue ajustado a 5.7
— 5.8 con KOH o HCI previo a la adicién de
agar, posteriormente los medios fueron
esterilizados en un autoclave a 121°Cy 1.1
kg cm2 por un periodo de 15 minutos y
finalmente vertidos en los recipientes.

RESULTADOS

Desinfeccion superficial y
establecimiento in vitro

Los resultados del experimento de esterilizacion
superficial permitié confirmar que el uso de
hipoclorito de sodio fue necesario para obtener
explantes libres de contaminantes superficiales
al compararse con el tratamiento control donde
se observé contaminacién en todos los
explantes (Tabla 1). El tratamiento que permitio
obtener el mayor porcentaje de explantes libres
de contaminacion fue el que consistié de una
concentracion de 3% de hipoclorito de sodio
con un tiempo de exposicién de 10 minutos
(Figura 1A). Dentro de los tipos de agentes
contaminantes presentes, los mas frecuentes
fueron los hongos, que de acuerdo con la
identificacion realizada en el laboratorio de
biotecnologia de la Universidad de Cérdoba
correspondieron a especies de los géneros
Fusarium, Verticillium y Cladosporium. Los
datos registrados con relacion a la fitotoxicidad
causada por el tratamiento de desinfeccién, no
muestran una relacion consistente con las dosis
de desinfectante ni los tiempos utilizados.

La presencia de contaminantes tanto externos
como internos afectan el desempefio de los
explantes una vez establecidos en condiciones
in vitro haciendo indispensable el uso técnicas
gue permitan la deteccién de patdgenos
sistémicos y su desinfeccién superficial (Leifert
y Cassels, 2001; Suarez et al., 2003). La
desinfeccidon de explantes aislados de plantas
lefiosas perennes ha sido siempre una de las
limitantes mas severas para el establecimiento
in vitro de este tipo de especies reportandose
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Tabla 1. Efecto de diferentes tratamientos de desinfeccién superficial sobre la contaminacién in vitro
de explantes de roble (Tabebuia rosea).

Concentracion de hipoclorito de sodio y tiempo Contaminacion (%) Fitotoxicidad (%)
de exposicion de los explantes al tratamiento

Control (Agua estéril durante 10 minutos) 100 0
1% durante 5 minutos 96 10
1% durante 10 minutos 92 0
1% durante 15 minutos 95 5
2% durante 5 minutos 94 25
2% durante 10 minutos 92 5
2% durante 15 minutos 93 20
3% durante 5 minutos 88 5
3% durante 10 minutos 72 5
3% durante 15 minutos 84 5

D E F

Figura 1. Micropropagacién de roble (Tabebuia rosea). A = Establecimiento de explantes, B =
Contaminacién tardia de tejidos, C = Multiplicacién de brotes, D = Planta micropropagada y enraizada,
E = Formacion de raices adventicia en la base de los brotes micropropagados y F = Plantas
micropropagadas adaptadas a condiciones ex vitro.
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contaminaciones mayores del 90% en explantes
de guayaba dulce (Psidium guajaba - Mirtaceae)
(Viloriaetal., 1993), caobay cedro (Abdelnour
y Mufioz, 1997). Los resultados del presente
estudio muestran que las contaminaciones de
explantes de roble establecidos en condiciones
in vitro tuvieron comportamientos similares a
los reportes citados. Adicionalmente, los datos
colectados indican claramente que los
enjuagues previos con fungicidas y bactericidas
complementados con la desinfeccién superficial
con hipoclorito de sodio no son suficientes para
eliminar completamente los contaminantes
presentes en la superficie de los explantes;
incluso, observaciones posteriores (Figura 1B)
permitieron detectar la presencia de
contaminaciones en explantes sanos después de
varios subcultivos debiéndose probablemente
a infecciones de expresion tardia. No obstante,
nuevos reportes consignan avances en el
manejo de la desinfeccidon superficial de
explantes de especies leflosas perennes; Avila
(2004) reporta una disminucion significativa del
namero de explantes contaminados de abarco
(Cariniana pyriformis — Lecythidacea) y cedro
tratados con el desinfectante GARHOX 30®
comparados con tratamientos con
concentraciones de hipoclorito de sodio
similares a las usadas en el presente estudio.

Multiplicacién in vitro

El desarrollo de los nuevos brotes se produjo a
partir de las yemas axilares presentes en los
explantes (Figura 1B). El analisis de varianza
permitié concluir que se presentaron diferencias
estadisticamente significativas (Pr< 0.0001)
como efecto de los diferentes tratamientos con
respecto a la variable niamero de nuevos brotes
producidos por explante, observandose que el
mayor numero promedio de nuevos brotes
ocurrié cuando el medio de cultivo fue
suplementado con las dosis mas altas de BAP
(4.44, 8.88 y 17.76 uM), mientras que los
valores mas bajos para la misma variable se
registraron cuando los explantes fueron
cultivados en presencia de la dosis minima de
BAP (2.22 uM) y el tratamiento control (Figura
2). Al analizar los datos correspondientes a la
variable longitud promedio de los nuevos brotes
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producidos, se concluyé que se presentaron
diferencias estadisticamente significativas (Pr=
0.0317), donde los tallos producidos a partir de
los explantes cultivados en los medios
suplementados con BAP desarrollaron una
mayor longitud que aquellos que crecieron a
partir de los explantes cultivados en presencia
del tratamiento control (Figura 2).

La produccion repetida de nuevos tallos a
partir de yemas axilares, es uno de los efectos
més espectaculares de la adicion de
citocininas en el medio de cultivo de
explantes con meristemos axilares pre-
existentes y una de las estrategias
biotecnoldgicas que més ha contribuido a la
propagacion clonal de especies forestales
(Ahuja, 1992; Kane, 1996; Castro, 1999). En
el presente estudio, los resultados obtenidos
permiten afirmar que el suplemento de
citocininas en el medio tuvo un efecto
favorable al incrementar de forma
significativa el nUmero de nuevos brotes
desarrollados, resultados que se presentaron
en proporciones comparables a otras especies
forestales y lefiosas perennes. Por ejemplo,
Daquinta et al. (2001) utilizando explantes
consistentes de yemas obtenidas a partir de
brotes enraizados, reportaron que el efecto
combinado de kinetina (1.83 uM) con BAP
(4.44 o0 6.66 uM) indujo una tasa de 2.4 a
2.6 nuevos brotes por explante en un periodo
de 6 semanas. Posteriormente, Castro et al.
(2002) reportaron que la mayor tasa de
multiplicacion en teca (Tectona grandis) se
obtuvo cuando los explantes consistentes de
meristemos apicales obtenidos de brotes
epicormicos fueron cultivados en un medio
MS suplementado con 2.22 uM de BAP.
Biroscikova et al. (2004) experimentando con
explantes de arboles adultos de olmo (Ulmus
glabra), aumentaron de 3.05 nuevos brotes
por explante con suplemento de BAP a 5.08
nuevos brotes por explante con BAP en
combinacion con tidiazuron (TDZ). Otros
resultados indican que no solamente el
suplemento combinado de citocininas sino la
combinacidn de citocininas y auxinas tiene
efectos favorables en la multiplicacion de
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Figura 2. Efecto de diferentes tratamientos (1= Control absoluto, 2= 2.22 uM BAP, 3= 4.44 uM BAP, 4=
8.88 UM BAP y 5=17.76 uM BAP) sobre el numero y la longitud de nuevos brotes producidos a partir de
explantes con meristemos pre-existentes de roble (Tabebuia rosea).

algunas de estas especies, como lo reportado
por Tiwari et al. (2002) quienes observaron la
mayor tasa de multiplicacion en teca (Tectona
grandis) cultivando los explantes en medio MS
suplementado con 2.22 uM de BAP y 0.57 uM
de &cido indolacético (AlA). Bunn et al. (2005)
utilizaron una dosis de 0.57 uM de AIA en
combinacion con 0.5 pM de zeatina para
multiplicar meristemos axilares obtenidos de
plantas de Eucalyptus phylacis regeneradas en
condiciones in vitro. Los anteriores resultados
indican que las tasas de multiplicacion
obtenidas en el presente trabajo estan en
concordancia con aquellas reportadas para la
mayoria de especies forestales, las cuales por
su misma naturaleza recalcitrante al
crecimiento en condiciones in vitro, son
menores a otras plantas especialmente aquellas
de consistencia herbacea (Amutha et al., 2006);
sin embargo, los trabajos citados en especies
con mayor numero de investigaciones en el
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campo del cultivo de tejidos podrian ser un
indicativo de que las combinaciones de
citocininas o los suplementos simultdneos de
auxinas y citocininas podria aumentar las tasas
de multiplicacién de roble, lo cual necesita ser
validado experimentalmente para esta especie.

Enraizamiento in vitro y transferencia

a condiciones ex vitro

Los datos registrados en la tabla 2 muestran
gue la presencia de ANA en el medio de
cultivo incrementa el porcentaje de
enraizamiento al compararse con el
tratamiento control; mientras que los
tratamientos donde se adiciondo ANA
permitieron a todos los explantes cultivados
desarrollar raices (Figura 1C y 1D), sélo el
52% de aquellos cultivados en ausencia de
este regulador desarrollaron raices
adventicias. El analisis de varianza aplicado
a los datos colectados para la variable
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numero de raices producidas por explante,
permitié concluir que existieron diferencias
significativas (Pr< 0.0001) como resultado de
los tratamientos aplicados, mostrdndose que
el mayor numero de raices adventicias fue
inducida cuando los brotes micropropagados
fueron cultivados en la concentraciéon mas
alta (5.37 puM) de ANA, mientras que el menor
nuamero de raices fue registrado para el
tratamiento control. Con respecto a la
variable longitud promedio de las raices
producidas en cada tratamiento, el andlisis
de varianza permitié encontrar diferencias
estadisticamente significativas (Pr= 0.039),
mostrandose igualmente que las raices
inducidas a partir de los explantes cultivados
en presencia de ANA tuvieron una mayor
longitud que aquellas desarrolladas a partir
de los brotes cultivados en el tratamiento
control (Tabla 2). S6lo los brotes enraizados
lograron sobrevivir a las condiciones ex vitro;
el porcentaje de supervivencia de las plantas
micropropagadas transferidas a condiciones
ex vitro fue del 12% al final de la cuarta
semana y aquellas que sobrevivieron
mostraron hasta la semana 8 una apariencia
normal en términos morfolégicos (Figura 1E).

El estado Il del proceso de micropropagacién
tiene como funcidn desarrollar en la planta
micropropagada los mecanismaos necesarios
para subsistir sin suplementos externos de
carbohidratos mediante el desarrollo y
funcionamiento de un sistema radical

eficiente. Aunque en la mayoria de los casos
se busca pasar directamente de la
multiplicacién a la transferencia ex vitro
como una forma de ganar eficiencia, la
produccidn de raices afecta
significativamente las posibilidades de
recuperacion de especies lefiosas perennes
en el estado 1V de la micropropagacion (Lara
et al., 2003; Kane, 1996). Los andlisis de los
resultados del presente estudio mostraron la
necesidad y suficiencia del suplemento
auxinico para inducir buenos porcentajes de
enraizamiento, adecuado nUmero de raices
por explante y la proporcionalidad entre el
namero de raices producidas y la
concentracion de ANA, aunque aumenté el
tamafio de las mismas lo cual podria causar
estrés por dafios de raices al momento del
transplante a condiciones ex vitro. Efectos
similares de ANA en el enraizamiento in vitro
de varias especies lefiosas y herbaceas tales
como Prunus fruticosa y Prunus tormentosa
(Pruski et al., 2003), Decalepis arayalpatra
(Sudha et al., 2005), Stevia rebaudiana
(Suarez et al., 2005), Viburnum
odoratassimum (Schoene y Yeager, 2005) y
Elaeagnus angustifolia (Iriondo et al., 1995)
entre otros ha sido observado.

En algunas especies forestales, el
enraizamiento in vitro es reemplazado por la
aplicacion de impulsos fisioldgicos
consistentes en la inmersién temporal de la
parte basal de los brotes micropropagados en

Tabla 2. Efecto de diferentes concentraciones de acido naftalenacético (ANA) sobre el enraizamiento

de brotes micropropagados de roble (Tabebuia rosea).

Tratamiento Enraizamiento (%)

Raices por brote

Longitud raices (cm)

Control 52
1.35 uM ANA 100
2.69 UM ANA 100
4.03 uM ANA 100
5.37 uM ANA 100
Pr -

1.8C 0.62 B*
7.5BC 1.55A
10.5 ABC 1.60 A
15.7 AB 1.55A
19.8 A 1.65A
< 0.0001 0.039

‘Promedios con las mismas letras no son diferentes de acuerdo con Tukey (0.05%)
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una solucién de auxinas seguido por el
inmediato transplante de los brotes a un
sustrato en condiciones ex vitro. Esta
metodologia ha sido utilizada para enraizar
ex vitro plantas micropropagadas de teca
sumergiendo la base de los tallos en una
solucién con 9.8 mM de acido indolbutirico
(IBA) logrando un 80% de recuperacion de
las plantas transplantadas (Tiwari et al.,
2002). Castro et al. (2000) experimentando
la misma técnica con brotes micropropagados
de teca usando una solucién con 19.6 mM
de IBA o la aplicacion de productos
comerciales en presentaciones de polvo en
dosis de combinadas de 4.9 mM de IBA y
10.74 mM de ANA reportaron resultados
similares. Sin embargo es necesario realizar
maés estudios para validar o ajustar la utilidad
de esta metodologia a la adaptacién ex vitro
de plantas micropropagadas de roble. Las
bajas tasas de recuperacién en la
micropropagacion de especies lefiosas ha
sido una de las grandes limitantes en la
aplicacién del cultivo de tejidos vegetales en
forestales llegando en algunos casos a ser
inferior al 10% de recuperacion (Castro et al.,
1999); resultados que sugieren la necesidad
de seguir investigando con el fin de
incrementar la eficiencia en la recuperacion
final de las plantas micropropagadas.

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

e Los menores niveles de contaminacion de
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explantes de roble transferidos a
condiciones in vitro se observaron cuando
los explantes fueron tratados con una
soluciéon al 3% de hipoclorito de sodio
durante 10 minutos y luego enjuagados
con agua destilada estéril.

e Las mayores tasas de multiplicacion de
brotes se presentaron cuando los explantes
fueron cultivados en medio suplementado
con las concentraciones mas altas de BAP
por lo que se recomienda evaluar dosis
mayores de este regulador.

e La presencia de ANA en el medio de cultivo
es necesaria para aumentar el porcentaje de
enraizamiento mientras que el mayor
namero de raices por explante se observo
cuando los brotes fueron enraizados en
presencia de 5.37 uM de ANA.

e El bajo porcentaje de recuperacion ex vitro
de las plantas micropropagadas hace
necesario continuar investigando para
aumentar la eficiencia en la adaptacion de
a las condiciones ambientales normales.
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