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BSTUDIO DEIH%MRESPUESTA DEL PINABRETE (Abies guatemalensis Rehder.)
A SU REPRODUCGCION VEGETATIVA IN VITRO UTILIZANDO DOS MEDIOS DE
CULTIVO, DOS EXPLANTES Y SEIS COMBINACIQNES»HORMONALES.’

STUDY OF THE RESPONSE OF FIR (Abies guatemalensis Rehder.) TO IT’S
IN VITRO VEGETATIVE REPRODUCTION, USING TWO EXPLANTS, TWO CULTURE
. MEDIA ANDA SIX HORMONAL COMBINATIONS.

~ RESUMEN

El Pinabete (Abieé gﬁatemalensis Rehder.), especie forestal,

declarada en;via de extihcién, fhfluyendo varios factores entre
ellos la difiéultéd qﬁe ptesehia‘parﬁ Su<;eprbduccién‘por medio de
la semilla,[ siéhdol necesario la  invéstigaciéh de técnicas
alteinativas,‘para sh feprodnécién y prgpagaciéﬁ.

En el presente estudib, se evalto la respuesta del pinabete

"~ (Abies gpatem%lensi Rehder.) a su reproduccién vegetativa in vitro,

para lo cual se utilizaron como explantes, yvemas terminales de
| - o o . _ ,
ramilla y estacas de hojas, sembradas en los medios Murashige ¥

Skoog modifichdovy Gréséhoff'y Doll modfficado, suplementadovcon
seis combina?ioneé 3de 'reguiadores del crecimiento el @&cido
naftalenacétiFo y'Benciladeniﬁa.‘El materiai fue obtenido de un
rodal esfableéido én la aldeé Los.Enchentros; Solota, cqnsisfiendo
en ramas de dénde se obtuvieron los explantes, que seleccionados y
| . _ _

desinfectados| se>'sembfaron en los correspondientes medios,
_suplementados;con las cohbinagiqngs de reguladores del crecimiento.
Para la' ejecucién del eépérimento, ée_-traba}é 'cbnv 24.

tratamientos, 5 repeticiones distribuidos  en un disefio

completamentelal azar con arreglo combinatorio en tres factores,




viii
"~ siendo la unidad ex erimént81 2 frascos de.lzs'ml.,sédn 25 ml.:dei
medio de cultiVo,‘l ‘respectiva combinacién de los reguladores del
crecimiento‘ y 5 €explant¢s/fras§o. Las vafiablés _respuesta$ 
evaluadas fuefon;' Porcentaje _ de indculos que formarbn
.cailos,brotes,plantés completas y el'poréentaje de sbbfeinenCia'de
tos explantes en él medio de bu!tjvo, |
El andlisis es;adistico,ffué aplicado solamente § 1a Qariable

respuesta, porcentabe de inécglos que formafqn calloé, ya que para
las otras variables respuesté no ameritd el mismo,”aciaféndo‘qup
inicialmente fue diéeﬁado con un arreglo trifacfofial, sin embargo
el explante estacalde hoja no respondié a la variable.respuesta,
eliminandose como factor, por lo tanto se aplicé un anéiisis de
varianza para unj disefio completamente al azar con arreglo
bifactorial, a un 5% de significancia, luego una brueba de tukey,
para determinar los mejores tratamientos.

Se concluyé dque para el efecto del presente estudio, el

pinabete (Abies guatemalensis Rehder.) respondg favpfablemente a la
formacién de 7cailbs y a la brotacién en .yemés  terminaleé_ de
.ramillas, acep£and§se la h196tesis planteada, para lo cual los
tratamientos que m%jor feupondieron a la-vafiabie, porbentaje de
inéculos que férmaéon callos‘son: Explantegyema'tepminal sembrado
en el hedio Murash%ge y Skoog modificado, suplementado con 10 mM.
de AﬂA. vy 50 mM. dé‘BA.; El explante yema terhiﬁa) sémbrado'en e1
medio Murashige b Qkoog modificado éuplemeﬁtado}cog 25 mM. dé ANA.
v 30 mM. de BA. El explanpe yema termihal es el'que manifestd

mayor , f
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N | . ¢ ‘ P . . . .
capacidad de sobrevivencia sin discriminar medio de
|

cultivo ni combinacién de reguladores del crecimiento. La variable
|

respuesta porcentaje de inéculos que formaron plantas completas, no
| : '

se manifestd en ninglin tratamiento evaluado.

El estudio se llevd é cabo en el laboratorio de cultivd de

|
|
tejidos de la sdbérea de Manejo y Mejoramiento de plantas, Area

\
Tecnolégica de lla Facultad de Agronomia de la Universidad de San
| .

Carlos de Guatemala.

t




1) INTRODUCCION:

Guatemaia, es un pais rico en recursos naiurales, contdndose
entre ellos ei bosqug, en_el cual.hgsta ahora no ha existido'b
planificacién{adecuada en su . mane jo y e&PIQ?QCiéh’ va que en 1950
se contaba_cbﬁ el 67.78% del 4rea cubierta boscosa, para 1979 se
contaba solam%nte con e} 24.34%; en 1975 se cortaron 6.8 millones
de metros cﬁbﬂcos s calculdndose que péré_ellzooo ascendefia a 10
- millones dé metros, cibicos de madera. (6)

1

El.Pinabete (Abies guatemalensis Rehder.) es una especie

1

forestal declarada en via de extincién, por su sobre explotacién y

la dificultades que presenta para su reproduccién y propagacién;
haciéndose necesario la investigacién de técnicas alternativas,

para su reproduccién, como el cultivo de tejidos.

En el pr@sente estudio, se evalué la respuesta del (Abies

guatemalensis ?ehder.) a su reproduccidén vegetativa in _ vitro,
utilizando eStécas de hoja y yemas terminales de ramilla de tallo,

cultivadas en medios basales de Murashige y Skoog modificados
. ‘ ‘ _ i _

(MSM); Gresshoff y Doll modificados (GDM), suplementados con seis
! .

combinaciones de reguladores del crecimiento; Benciladenina (BA) y
o _

Acido Naftalenacético (ANA), siendo las variables réspuesta;
' I : .
Porcentaje de ;inéculos que formaron callo, que brotaron, que

S L . .

formaron plantas completas y porcentaje de sobrevivencia.
Los mejores tratamientos para la variable callos fueron

cultivando yemas terminales de ramilla en medios MS modificado

suplementado con 10 mM. de ANA. y 50 mM. de BA. y yemas terminales




2
~de ramilla sembradas en MS. médificado suplementado con 25 mM. de
de ANA. ¥ 50 mM, deiBA. En cuanto a.la variable Brotacidén el mejor
resultado se dio éuando el yemaévtefminalesvde ramiLla_fueron
sembradas en el medio MS. modificado, éuplemehtado,con'25 mM. de
BA.; en la variabié porcentaje de sobrevivencia, fue el explante
vemas terminales dejramilla el que préseﬁfé mejoreé'resultadés, sin
importar el medio y‘la combinécién de reguladores del crecimiento.
La variable poréengaje de inédulos que formarbn plantas completas

no se manifestd en %ingﬁn tratamiento. El estudio se llevé a cabo

en el laboratorio de cultivo de tejidos de la Facultad de Agronomia

de la Universidad de San Carlos de Guatemala.




. | ' 3.
| | ‘

2) DEFLNICION DEL PROBLEMA:

El,Pinabette (Abies guatemalensis_Rehdgr.), especie en peligro

de extiﬁcién} presenta dificultades en su propagacioén por medio de

i

la semilla, siendo necesario la investigacién de técnicas

alternativas:para su reproduccién y propagapién vegetativa.




3) JUSTIFICACION:i

El pinabete (Abies guatemalensis Rehder.), especie forestal que

en 1941, Guatemala la incluyé en el listado de-éspecieé érbéfeaé y_
fauna que deben prftégerse y en 1979 el serviciovde pesca y fauna
silvestre de los Estados Unidos, la declaré como especie en via de
extincion, pafa 1d cuél inf{luyen muchos féctﬁres'como: la
ampliacién de la ffontera agricola, explotacién irracional, falta
de programas para’&u mahejc y aprovechémiento, su utilizacién como
fuente de energiaJ la baja viabilidad de la semilla,‘condiciones
microambientales necesarios para su reﬁrbduccién por medio de la.
semilla, entre otros.

En ese sentido es de gran importancia la investigacién de

posibles alternativas para su reproduccién, usando partes

|

vegetativas. Entreidichas alternativas se encuentra la técnica de

cultivo de tejidosk justificdndose de esta forma la‘investigacién

de la respuesta de esta espebie forestal,'a su propagacion in

viQLQ, utilizénddsk estaéas de hoja y yemas terminales de ramilla.




4) MARCO TEORICO:
|

4.1.- La Biotecnologia: ( antecedentes histdéricos, avances y
perspectivas) '

Los priweros estudios sobre la técnica'delvcultivo de tejidos

én especies forestales se iniciaron en la década de 1,950, cuando

Ball cultivé 'callos de Sequoia sempervirens para la diférenciacién
de yemas. 'an embargo en estos ensayoé la organogénesis no fue
posible sino hasta desptés de que en la década de 1,960 sé
realizaron iﬁvestigaciones relacionadas con el enriquecimiento de
los medios de cultivo, de acuerdo a los requerimientos de la
especies de égniferas cultivadas (7).

La reprqduccién de especies forestales fue acelerada después

de que el Dr@ Brow en 1,974 publicé sus investigaciones sobre la

diferenciacién in vitro de Pinus palustris a partir.-de cotiledones
embrionales,isiendo esta la primera conifera producida con la
técnica de cultivos vegetales. Desde_este puntd de partida, otros
invetigadoresjhan logra@o inducir la organogénesis a partir de
células en'suépensién (Durzan y Chalupa en 1971) y del aislamienté
de protoplast%s. Huntign en 1972‘diferencié raices y brotes de
Picea abies a}partir del cultivo in vitro de megatofitos haploides

(7). !

{

La aplic#cién de la ingenierfia genética a través de la
biotecnoldgia{en un futﬁro permitird incrementar la produccién
_ forestal a trévés de la.produccién masiva de piantas y del -
méjoramiento éenético gue ofrezca resistencia a plagas y

enfermedades y condicionamiento climdtico de varias especies (7).

PROPIEDAD DF | A UNIVERSIOAT DF SAN CARLOS DE GUATEMALA

Biblisieca Central




! .
4.2.- CULTIVO DE TEJIDOS EN CONIFERAS:

4.2.1. Importahcia de la_propagacién vegetativa en coniferas.
En todo programa de produccién, manejo y aprovechamiento de
plantas es importénte la domesticacidén y el mejoramiento genético.
|

La propagacidn vegetativa contribuye a que los progenitores

|
genéticamente uniformes se puedan propagar en gran escala,

obteniendo hibridos que se pueden propagar clonalmente paré
multiplicar y seueccionar caracteristicas derivadas de los genes

aditivos, manteniendo los clones como bancos de germosplasma y

poder recombinar mediante polinizacién cruzada estos individuos,
\ . L ;
para luego emplearlos en plantaciones comerciales. Ademds con la

propagacién asexual de plantas se puede incrementar el rendimiento

J .
de cualquier gen%racién y acelerar el proceso de propagacién de

aquellas especies cuya semilla presenta problemas de germinaciodn
' { : v
lenta y baja (7). |
|

4,2.2. Reguladores .de crecimiento en la organogénesis.
La induccién de organogénesis se inicia mediante los

mecanismos del metabolismo celular de los callos, los cuales pueden

<
modificarse. Los reguladores del crecimiento juegan un papel muy

importante en la‘aparicién de estos mecanismos debido a que la
1 ,
mayor parte de ig actividad fisiolbgica de los vegetales estéd

mediada por ellos al actuar como Sustancias mensajeras muy activas

. | v
en pequefias cantidades en miltiples procesos y en distintas partes

de la planta (7).




Perea Ba#l@ﬁ en 1988, argumenta gue para la formacién de
callos para 1@ indueclén de yemas adventielas es necesario un
balanee adecuaﬁ@ de eitequininas y auxinas enddgenas adlieionadas a
un determinadoﬁmedi@ hasal en econcentraciones bajas (10).

Vil|aleb@$,iﬂdica gue las auxinas no sen necesarias, pero gue
en algunas espéeies pueden resultar benéfieca complementar los
medios ¢on bajds concentracionea de este regulador del crecimiento.

Franc@,(4i eultivd cotiledones de Pinus oocarpa induclendo
mayoer cantidad%de yemas adventicias al agregar 10 mM. de

benciladenina.(EA) y 10 mM, de Acldo naftalenacético fANA) al medio

hasal de Gresshoff y Doll modificado; sin embargo en el medie
basico de Murashige y Skoog la mayor cantidad de yemas adventicias

ge produjo apliband@ 10 mM. de BA. ¥ 25 mM. de ANA.

4,2.3, Inducéién v degarrollo de yemas adventiciae en eonfferas,
Pavid en 1082, citadé por Renga (1) indiea que las regiones
meriastemédtieas ﬁrimarias, loealizadas en las axilas de los
cotiledones y hoja jévenes y estructuras desarrolladas de esas
regliones, puedeﬁ convertirse en yemas axilares o brotes y que
tejidos que nunca fueron destinados para la propagacién de plantas

in vitro, inducen a la formacién de yemas adventicias.

Pa:a la induccién de yumas adventicias se han utilizad@_
explantes como embri@ﬂes intactos, hipocotilos, acfculas, dpicea de
brotea ¥ ﬁotiledanes. En cotiledones se ha demostrado que las com

binnciones de reguladores del crecimiento utilizadas en los medios




basales varia segﬁq la especie que se esté cultivando, sin embargo

la mejor citoquinina utilizada ha sido la Bénciladenina (BA) vya

( :
sea sola o combinada con otras auxinas, otras citoquininas como la

kinetina han demostrado ser menos eficientes (1).

|

cotiledones v se ha observado que la divisién comienza cuatro dias
después del cultivo y veinte dias después se inician los brotes

| x .
desde las capas epidermales y subepidermales de tejidos (1).

Campell y Durizan en 1975, citado por Bonga (1), reportan que

la formacién de yeémas adventicias eh cultivos de cotiledones de

Pinus taeda se maﬁifesté deSpués de 6 a 10 semanas del cultivo,
ellos indican que Pa presencia de reguladores del crecimiento en el
medio inicié la férmacién de estructuras adventicias, pero |
usualmente previn¢ve1 desarrollo de brotes, por lo que fue

necesaria la remocidén de los reguladores del crecimiento

transfiriendo los explantes con yemas adventicias a un medio de

reguladores de crﬁcimiento ahtes de la elongacidén para la formacién

de brotes.

Se han realizado cultivos de hipocotilos en Picea glauca,

notédndoos que la ﬂniciacién de yemas adventicias incrementé con la

adicién de reguladores del crecimiento bomo BA + ANA o BA,. Campeli

y Durzan, citados' por Bonga (1) demostraron que el desarrollo de

brotes en las yemas formadag‘fue ihhibido.y-se,promovié hasta que .

los hipocotilogs flueron trasladados a medios basales, sin

reguladores de cqecimientoh




o

|
'

Claro estd que el desarrollo de brotes a partir de yemas
adventicias necesita del traslado de los cotiledones de un medio
. basal sin ellos, pero no es ésta la tUnica forma de inducir el

desarrollo de yemas aunque asi sea la forma mas eficiente (1).

En Pinus iadiata, los traslados a diferentes medios con

o

interva}os de tres semanas

resultado muy eficientes. En algunos casos la reduccién del

v reduccién del nivel de sacarosa han

y micronutrientes en un 50% han sido efectivo y

-

contenido de mdpro
en otros casosise ha utilizado la adicién de carbdn activado en
proporciones qu? varia de 0.1 a 1%, pero su efecto ain no eété muy
claro aunque sefcree absorbe excesos de hormonas o sustancias
inhibitorias (1).

Otros factéres que permiten la elongacidn de brotes son la
adicién de vitaﬁinas "D" en concentraciones de 5 mM., la luz roja
iejana y las altas intensidédes de luz. También el Acido

giberélico (GA3X muestra efectos de elongacién de entrenudos,

pero en coniferas no ha tenido ningin efecto (1).

A pesar de la variabi[idad de formas de inducir el desarrollo

de yemas,<Montt,écitado por Villalobos (10), indica que la

exposicién de los explantes a concentraciones hormonales durante un

periodo corto, transfiriendose después a un medio basal sin
hormonas antes deé que la formacién de brotes adventicias sea’

visible, ha dadoEresultados mas satisfactorios (1).
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4.3,-ESTADOS EN LA FORMACION bE PLANTAS.

| _ 4.3.1. Iniciicién-de yemas. |

| ' vComo se indkéé anteriormente la iniciacién de vemas se produce
| luego de cuitiv#r los explantes eﬁ un medio basai adecuado y

utilizando las gdmbinaciones de reguladores del crecimiento

apropiados (10).
- |
En cultivog de embriones, son las células epidérmicas e
hipodérmicas las que estdn involucradas én la diferenciacién y
proliferacién dé yemas adventicias, las cuales ocﬁrren en la
i periferia del téjido, los cotiledones que no entran en estado
latente, muestr#n mayor efectividad pafa sintetizar ADN y ARN va
que el proceso d? respiracién es acelerado, modificando rdpidamente
las sustancias de reéerva ( azucares, lipidos y proteinaé )} para
producir carbong, nitrégeno y la energia necesaria para la
formacién de brotes advenficios (10).
4.3.2. Desargollo de yemas.

El desarrollo de yemas consiste en el desarrollo de brotés a
partir de primor@ios foliares o la fo;macién de pequéﬁaé pl&ntulas
a partir de las‘yemas adventicias. Este desarrollo requiere del

| ’ : .
‘traslado de Ios:explantes de un medio nutritivo que contenga el

balance adecuad& de reguladores del] crecimiento combinados a un

medio nutritivoicon diferentes concentraciones de los mismos o

carentes de ellTs (10).
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4.3.3. Enraﬁzamiento de los brotes.

Para ind&cir la forhacién de raices es necesario proporcionar
ciertas condiciones de cultivo tales como la reduccidén de la
cantidad de saies, del ééntenido de sacarosa ( de 0.5 a 1%), del
régimen de temﬁeratura y‘mantener ¢}l cultivo en la obscuridad
durante los pr%meros 10 dias. Otro factor imbortante es la
adecuada dotacién de reguladores del crecimiento, especificamente
auxinas, aunqué bajas concentraciones de citoquininas pueden
resultar benéfﬂcas (7).

Al igual QUe para el proceso de induccidén de desarrollo de
yemas, cuando lbs primeros primordios radiculares se han formado es
necesario el pdso de los explantes de un medio basal con

reguladores del crecimiento a un medio basal sin reguladores del

crecimiento para favorecer la elongacidén de rafices (7).

4.3.4. Tran%p]ante al suelo.

Las pléntuias estdn listas para su transplante al suelo cuvando
se observa un eﬁuilibrio'entre el tallo y la rafz de la misma.
Para el efecto eren eliminarse todos los residuos de agar,
evitando con ello posibles contaminaciones por hongos; ademéds
deber4 mantenerse una gradual medicién de humedad hasta las

condiciones del‘semillero (7).
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4,4, - APLICACIONES DEL CULTIVO IN VITRO PARA LA PROPAGACION DE
CONIFERAS

Los métodos tradicionales de p;oduccién de confiferas han sido
por semilla y por estacas enraizadas, pero estas formaé de
produccién a pesar ﬁe que han resultado relativémentevde bajo costo
requieren mucho tiempo para ﬁrdducir un pequefio nimero de blantas.

Respecto a 1ajtécnica de la micrdpropagacién muchos argumentan
que la produccién de plantas es elevada de 3 a 30 veées mas que
usando técnicas de vivero normal, sin embargo Rediske, citado por
Dodds(2), estima que la propagacidén in vitro reduce él valor de |
prodhccién en un 36% con relacidén a las plantas producidas por
semilla. Ademas ‘cKeand, citado por.el mismo autor (2), sugiere
la aplicacién de lé micropropagacidén para fines comerciales ya que
la produccién de plantas es masiva y‘puede obtenerse en un periodq
de 8 a 12 aifios menps que por los métodos tradicionales.

En induccién he yemas édventicias y enraizamiento de muchos
érganos es muy impértante la aplicacién de la micropropagacidn para
fines de producciéﬁ de pléntas_en confferas, de tal manera que para
ello Dodds (2) desbribe métodos simples y complejos cqmb los‘
siguientes: | o o

4.4.1, Métodosécomplejos.
- Inducci6n de yemas adventicias sobre un‘embrién disectado
.en un media conteni@ndo reguladores del crgcimiento..

- Crecimientp de las yemas adventicias inducidas en un medio
| .

libre de feguladores del crecimiento.
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- Escisi@n dé los meristemos apicales e iniciacidén de la raiz
en un medio conteniendo reguladores del crecihiento.

- Creci@iento de las raices adventicias en un medio simple
'sin reguladores del crecimiento.

- Estab]bcimiento de plantas en el suelo.

l

- Plantado en el campo.

4.4.2. Métoﬁos simples:

! : . PN . .
Extensién de un meristemo esterilizado y la proliferacidn
| _

de vemas axilares en un medio sin reguladores del

crecimiento.

- Escisién de las yemas axilares y futura extensién y

»

proliferacidén en un medio sin reguladores del crecimiento.
- Enraizqmiento bajo un medio hdmedo.
- Establecimiento de plantas en el suelo,

- Plantado en el campo.

4.5, POTENCI‘@AL PARA LA PROPAGACION EN GRAN ESCALA.
!

Dentro de las perspectivas de la aplicacién de las técnicas de

1

cultivo de tejidos en coniferas se espera la propagacién masiva de
| ,

plantas debido a4 las ventajas que la micropropagacién presenta y a

que el actual sistema de pfopagacién en confferas es incosteable y

N |
tiene importantes limitaciones; pese a ello la Aspociatidén Foret-
) _

Cellulose (AFOSEL) en Francia, no ha logrado la propagacidn masiva

de plantas para semillero de S serpenvirens, produciendo dnicamente

1

30,000 plantas provenientes de 200 clones seleccionados, caso igual

sucede con el Instituto de Investigaciones Forestales (FRI) de

i
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Nueva Zelanda, ?uien ha logrado producir 100 plantas de Pinus

radiata, anualmente a un costo mayor que las plantas obtenidas por
| : '

semilla. Sin-embargo en los Estados Unidos se ha implantado un

: : |
programa de refdorestacidén .para el estado de Florida, para el cual

se ha logrado pkoducir 7.5 millones de Eucaliptps QRA(S)‘

La técnicaidel cultivo de tejidos en coniferas debe de
utilizarse como' un intermedio entre lo que es una p;opagacién
masiva y elbcosno de propagacidén, aunque se cree que una
propégacién masiva seré una realidad cuando se plasme la técnica_
del cultivo de Fé]ulas en suspensién puesto que ella presenta la
ventaja de que ?e omiten las etapas y estadoé de desarrollo Que son
necesarios paré obtener una planta ya que éstas se obtendrién .l
directamente dé los embrioides obtenidos de estas células que se
multiplican en!gran cantidad en medios lfquidos. Esta técnica de
cultivos en suépensién se ha estudiado en muchas esﬁecies
forestéles pero sélo algunas angiospermas han respondido

satisfactoriaménte (5).

' 4.6.- MEDIO DE CULTIVO
El establécimiento de cultivos para casi todas las partes de

una planta en diversas especies depende del medic nutritivo

adecuado que sé utilice, asi como del uso de explantes viables, de

las combinacio?es de reguladores del Crécimiento adecuadas, de las

condiciones de incubacién y de la calidad de los reactivos (5).
I .

'
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4.6.1, Ing?edientes de]l medio de cultivo.
4.6.1.1. éales Inorgédnicas.

Lés mezclas de sales inorgénicas se utilizan con la
finalidad de opﬁimizar las necesidades de plantas especificas, de
ello surge que a través de muchas investigaciones se han generado
varias mezclas éalinas que contienen micronutrientes como fuentes
de carbono, hidrégeno, oxfgeno, calcio, magnesio y azufre. También
posee micronutrientes para una adecuada actividad metabdlica de los
cuales los mas ésenciales son el hierro..manganeso, zinc, boro,
cobre, cobalto y molibdeno, agentes quelatos como el 4cido
etilendinitrotetra-acético (EDTA) (7). |

4.6.1.2. Viﬁaminas‘
| Las{vitaminas son requeridas en pequefias cantidades y

acttan como catalizadores metabélicos. La tGnica vitamina que se ha

demostrado tener mayor importancia en cultivos de células y 6rganos

es la Tiamina eniconcentraciones de 0.1 a 0.3 mg/l, algunas otras

vitaminas se utilizan debido a que pueden estimular procesos de

crecimiento especificos (7).
‘
4.6.1.3. Reguﬂadores del crecimiento.
Los}reguladores del crecihiénto htiiizado§ son las
citoquininas y laé auxinas en concentraciones que varfan Segﬁn la
especie, pero generalmente las citoquininas se utilizan en

concentraciones de 0.03 a 30 mg/l, mientras que las auxinas se

utilizan a razén de 0.1 a 10.0 mg/l (7).
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l.as auxinaF contribuyen a la elongacién celular y las que
mds se-utilizan, éentro de.este grupo son el dcido Indolbutirico
(AIB) y el 4cido ﬁaftalenacético (ANA), mientras que las
citoquininas prompeVen la divigién celular y la organizaéién de
callos utilizéndo@e dentro de este grupo en forma mas comin la
Berciladenina (BA) y la Kinetina (7).

4.6.1.4, Carbohidratos.
Los carbohidratos constituyen la fuente de energia y

los reguladores osméticos. La fuente de energfia utilizada

universalmente en: el aztcar comﬁn'(7).
4.6.1.5. E] Agua. |
El agua se utiliza en la preparacién de soluciones y
debe ser bidesti]fda, tridestilada y desmineralizada. Su funcidn
es Serv;r como soivente de ia mayor parte de los ingredientes del
medio (7).
4.6.1.6.Sup1¢méntos no definidos.

Los stlementos.no definidos se utilizan para
enriquecer los me#ios de cuftivo, frecuentgmente se han utilizado
como una alternativa después de todos los ingredientes definidos
han fallédb dentré del medio. Algunos de los suplementos no
definidos utilizaﬁés han sido el extracto de levadura,'jugds ¥

extractores de vaﬂios frutos, caseina hidrolizada, &cido ascérbico’

y absorbentes comd el carbén activado (7).

|
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4.6.2. Consideraciones generales.
¢on la finalidad de optimizar Jlos requerimientos
nutricionalés de los tejidos a cultivar, deben tomarse en cuenta
ciertas conéideraciones que contribuirdn al éxito en la induccidn
de organogénesis (7).
4.6.2.1. Sales Inorgdnicas.
Para el suplemento de sales inorginicas deben de

tomarse en cuenta las interacciones idénicas que pueden darse, asi
|

como las formas iénicas de los nutrientes a adicionar. La tabla 1,

muestra la forma iénica mas eficiente de aplicacién de algunos

nutrientes.

Cuadro No.1. FORMA IONICA DE APLICACION DE ALGUNOS NUTRIENTES EN

L.OS | MEDIOS NUTRITIVOS PARA CULTIVOS IN VITRO.
Elemento ‘ Forma Iénica
Nitrégeno . NO- o] NH+
3 4
Fésforo . Na HPO .H O ' KH PO
: 2 4 2 : 4
Potasio KCl. NO o KH PO
-3 2 4
Calcio ; CaCl .2H O Ca{NO ) .4H O
: 2 ' 3 2
Cloruro ‘ Kel o CacCl

| . 2
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4.6.2.2. Regu?édores del crecimiento.
| Otrq‘aspecto de suma importancia es el éuplemento de

reguladores del ?recimiento. Debe de considerarse que estas
sustancias son bﬁﬁicas pafavtodos los procesos de desarrollo, las
auxinas son part@cularmente importantes para lé induccidn
radicular; mientr@suque las citoquininas promueven la formacién de
brotes. La eficipncia de eilas depende de la aukina 0 citoquinina
que se trate y del balance o relacion en que se probofqione 8. ios
medios de cultivao (7).

4.6.2.3. Pure%a de los ingredientes.

| A

Resbecto a la pureza de los ingredientes éstos deben

ser quimicamente puros, algunas sustancias orgénicas pueden

, |
necesitar recristalizacién. EIl agua a emplear debe ser

bideStilada, triqestilada vy desmineralizada, asi mismo los

materiales de sopPrte deben ser muy limpios. E! agar debe de tener

una pureza bien especificada y cuando se tenga duda de su pureza

o

debe de lavarse efectuando varios enjuagues con agua destilada (7).

4.6.2.4, Caliiad fisica del medio gelificante.

El dedio gelificante mas ampiiamente utilizado es el

agar en concentrakiones de 0.6 a 1% pero cuando este tiene muchas
. P PR . . . ‘
impurezas puede utilizarse silica gel o Poliacrilamida. Debe de
tomarse en'cuenta’las condiciones de pH. puesto que un medio dcido

P
tiene problemas de gelificacidn

muy firme (7).

v en medio alcalino el gel queda
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4.6.2.5. Cantidad de! medio de cultivo por recipiente.
1La cantidad de medio de cultivo por recipiente debe
ser balanceadﬁ de acuerdo a la masa del explante y a la cantidad de
nutrientes, phesto que jos in6culos muy pequefios se ven muy
afectados por}grandes cantidades del medio, de la misma manera e
crecimiento de indculos grandes frecuentemente esta restringido por

un inadecuado suministro del medio (7).

4.6.2.6. Esterilizaci6n del medio.

Existen varios métodos de esterilizacién de medios

‘

tales como laf;adiacién, la esterilizacién por gas y la
esterilizaciénipor autoclave. Este Gltimo es el método de
esterilizaciénimas conveniente, sin embargo debe de tomarse en
cuenta que la ésterilizacién por autoclave altera mucho los
ingredientes, incluyendo algunos que no estan clasificados como
termoédbiles. Lbs calentamientos prologados inactivan los factcres

del crecimientd, degradan azicares, aminodcidos y reducen la

calidad del gelificante ‘agar (7).

4.7. EL PINABETE EN GUATEMALA.

7.1, Situacidén actual del pinabete en Guatemala.

El pinabete (Abies guatemalensis Rehder.) es una especie
nativa, cuya madera es preferida entre otras coniferas debido a su

suavidad v a su ptilidad en construcciones y como combustible. E1

Abies pguatemalensis Rehder. es conocida ademds de pinabete como

romerillo v pashque (6).
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|
La explotacién de los rodales por parte de los
|

exportadores delmadera, de las personas que lo utilizan como lefia
y de los campes%nos que buscan la ampliacién de la frontera

agricola ha pér@itido que las pohlaciones de esta especie se

reduzca grandemqnte en nuestro pais, a tal grado que en 1941
Guatemala co]ocq a esta especie dentro de la lista de proteccidn de

especies arbéreqs y de fauna gque debe protegerse y en 1979 el

Servicio de PeSﬂ y Fauna Silvestre de los Estados Unidos declaré
a Abiecs guatemalensis Rehder. como una especie en via de extincidn

(3).

4.7.2. Historia.

\
Se cree que el pinabete, migré desde Norte América

\
hasta el sur de México a mediados de la era terciarfia, hace

|
aproximadamente 16 millones de afios. Las montafias de Guatemala

fueron pobladas por esta especie de manera muy acelerada,

\
desplazando a gran cantidad de especies de otras confferas, pero

fueron deforestadas pafcialmente por el cultivo migratorio de los
|

Mavas (3).

|

Mucho antes de la 1legada de los espafioles a principios del siglo

XV, Debido a la necesidad de construccidn de vivienda durante la

colonizacién la deforestacién se incrementé; sin embargo las

4
poblaciones de abeto, aun eran abundantes en el altiplano
occidental de Guatemala hasta el siglo XIX, pero a finales de los

1

afios 50 la mayor parte de los rodales exceptuando a aquellos que
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se encontraban en tierras del gobierno, habian sido profusamente

explotados (i)a

4.7.3. Taxonomia.

Las descripciones taxonémicas de Abies guatemalensis
fueron suminibtradas por Rehder en 1939, Standley & Hughes en 1983
y McCanter en 1986. Martinez en 1963 reconocié dos variedades de

| .
Abies guatema!ensis : A guatemalensis var. tacanensis (Lund) Mart.

que se encuentra principalmente a lo largo de la frontera entre

México v Guatemala en Chiapas y San Marcos y A guatemalensis

Variedad Jaliscana Mart. que fue identificada inicialmente en

v

Jalisco y sus alrededores (6).

4.7.4. Disﬁribucién‘_

Eliébies guatemalensis Rehder. se encuéntra,distribuido

desde el sur de México hasta Guatemala, El Salvador y Honduras.

4.7.5. Habitat.

En Guatemala los rodales de Abies guatemalensis Rehder.

se encuentra en medios montafiosos subtropicales templados himedos
a alturas comprendidas entre 2,700 a 3,000 metros sobre el nivel
del mar, con 1;500 a 3,000 mm de precipitacidén pluvial anual y un

rango de temperatura de -12 a 14 grados centigrados. Se encuentra

|
asociado a espgcies como-Pinus ayacahuite Ehren, Cupress

lusiténica Miller. y Pinus rudis Endl (9).
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Se lotaliza en el cerro Santa Maria Tecin, Quiche,
Cumbre del Aire, San Francisco el Alto y'MQmostenango, sierra de
los Cuchumatanesﬁchancol,san Mateo Ixtatén, Huehuétenango, Volcén

Zunil,Montafas del sur-este de Palestina, Quetzaltenango, Volcanes - ot

Tajumulco,Tacand en San Marcos y regién Serchil (6).

Abies‘ guatemalensis Rehder. generalmente se adapta a
suelos profundos;bien drenaaos con un contenido de materia orgdnica
de 2,5% a 5%, con pH de 5.4 a 5.7, aunque pueden crecer en suelos
bcdn pH entre 6.0ia 6.5; con horizontes del subsuelo de arcilla
arenosa con capacidad de intercambio catiénico menos de 15

meq/100cc. (8).

4.7.6. Clasificacién Taxon6mica.

Reino ........... Plantae.

Sub-Reino......... Embryobionta.

Divisién.......... Pinophyta.

Sub-Divisién...... Pinicae.

Clase ............ Pinopsida.

Orden ............ Pinales.

Familia........... Pinaceae,

Genero............ Abies.

Especie........... Abies guatemalensis Rehder.1939.

Abies guatemalensis Lundell.1940.
b abies guatemalensis Var Tacanensis
: (Lundel!) Martinez. 1948.

Nombre Comin...... Pinabete, Patshac,

-

De acuerdo a Fu descripcién es un 4rbol hasta de 45 metros de
alto, con un tronco casi de | metro de didmetro o quizé a veces mas
grande, las ramas son de color obscuro a café griséceo, las

ramillas jévenes de color castafioc o caflé rojizo, con pelos
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. 1 . . -
esparcidos cerca del 4pice: las hojas apareadas en dos surcos,

extendidas y ascendentes v algo divergentes, son lineales de 1-4.5
cms de largo y de 1-2 mm de ancho, con el 4pice obtuso y usualmente
marginado, lustrosos y obscuros o mas bien verde claro en el haz,

|

plateado en el envés; el haz, esta surcado por la mavor parte de su
longitud. LaAneﬁvadura se eleva en el envés, los mérgenes son
recurvados, los estomas conspicuos en el envés, tiene canales

resiniferos, sub-epidérmicos, el hipodermo bien desarrollado é

interrupto, dos paquetes fibrovasculares cercanos pero
sl . .

/
&

distinguibles; lds conos son sub-césiles de 8.5 a 11,5 cns de largo
4.5 a 5 cms. de diémgtro, las seis bracteas son cuniado u ovalados
o} lanceo]adas, tdn largas como la mitad de las escamas o algunas
veces excediendoﬂos,vson ampliamente redondiados o_truncados o
erosolenticuladasaen el 4pice, la cispide usualmente excerta. las
escamas ampliamenﬁe cuniado u ovadas o transverso oblongos de 2.7-5
cms. de ancho y dé 1.5 a 2.2 cms. de altura, los madrgenes con una
pubescencia, pivurilenta en el exterior, las semillas son cuniadas
‘

u oxoides de 8-10 'cms. de largo color café p&lido. las alas: u

ovaladas de I—I.Sfcms. de largo y 1.4-1.5 mm de ancho. (9)

4.7.7. Plagas y Enfermedades.

Abies guatemalensis Rehder. es una especie poco afectada
por plagas y enfermedades, pero generalmente pueden ser atacadas
|

por insectos como D?ndroctonus sp. cuando estd creciendo cerca del

! .
Pinus rudis. Otro problema grave son los atagues de Magastigumus

sp. gue afecta en un 50% Ja cosecha de conos ¥ semillas (6).
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4.7.8. Propachién vegetativa en coniferas:
'vLos métodos tradicionales de propagacién en confferas,son
. . 3 : : ’
las estacas, faséiculadas enraizadas y el injepto. Sin embargo
existen muchés egbeéies‘en los cuales la produccién de estacas
enraizadas es muy difiéil;ldebido a una serie de problemas que
var{a entre esﬁecies‘yAaun'entre drboles (10). |
Las éaﬁacidades actuales de culfivovde tejfdos.son 

Semejantesva losr%étodos de enraizamiento de estabas, en el sentido
de que la prodﬁc%ién de propéagulos enfaizados es mas facil a partir
de materiales ju%eniles. Las técnicas de cultivo de tgjidos se
encuentra en un ;stado mas temprano de desarrollozque las de
propagacidén tradiciénal, sin embargo la apiiéacién en confferas v
otras especies leflosas, ofrece una alternativa valiosa para su

propagacion, ademAs como un potencial en la investigacién forestal,

me joramiento gedético (10).
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5. OBJETIVOS;

General:

Deterhinar la respuesta del (Abies guatemalensis Rehder.)

a la propagacién vegetativa in vitro, sembrando estacas
de hoja y yemas terminales de ramilla, en dos medios de
cultivo y seis combinaciones de reguladores del

H

crecimiento.

Especificés:

- Deterﬁinar el porcentaje de indculos que formanvcallos,
sembr%ndo estacas de hoja y yemas terminales de ramilla en
los meaios MS. modificados y GD modificado suplementado con
seis cémbinaciones de los reguladores del crecimiento, ANA.

v BA.

- Determinar el porcentaje de indculos que forman brotes,
sembraﬁdﬂ estacas de hoja y yemas terminales de ramilla,
en los}medios MS. modificado y GD modificado suplementado

con seis combinaciones de los reguladores del crecimiento,:

ANA y BA.

- Determin?r el porcentaje de sobrevivencia de los explantes
estacas ﬁe hojas y yemas terminales de ramilla, sembrados
en los médios MS‘.modificados y GD. modificados,
suplémenfado con seis combinaciones de los reguladores del

crecimiento, ANA. y BA.
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.

Determinar el porcentaje de in6culos que forman plantulas
\ : )

completas, sembrando estacas de hoja v yemas terminales de
|

ramilla, en l?s medios MS. modificado y GD. modificado

! . N
suplementado con seis combinaciones de los reguladores del

crecimiento, ANA. v BA.




6. _HIPOTESIS:

6.1. El}pinabéte (Abies guatemalensis Réhder.) responde a la

formacién de callos en el proceso de reproduccién

vegetativa usando la técnica de cultivo de tejidos.

Elipinabete (Abies guatemalensis Rehder.) responde a la
formacién de brotes, en el proceso de reproduccién

vegétativa usando la técnica de cultivo de tejidos.

. El ﬁinabete (Abies guatemalensis Rehder.) responde a una

sobrevivencia adecuada en el proceso de reproduccién

| vegetativa usando la técnica de cultivo de tejidos.

t

El Qinabete (Abies guatemalensis Rehder.) responde a la

formacién de plantas completas en el proceso de
repﬁoduccién'vegetativa usando la técnica de cultivo de

tejihos.
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7. MATERIALES_Y METODOS:
7.1, UBICACION DEL AREA EXPERIMFNTAL.

La investigaci6n se desarro]]d en el Laboratorio de

Cultivb de Tejidos Vegetales de la subdrea de Mahejo ylMejoramiento

de plantas, Area Tecno!égica de la Facultad de Agronomia,'de la

Universidad de San Carlos de Guatemala.

7.2. MATERTAl VEGETAL.
El material vegetal que se utilizé, se obtuvo en un rodal
ubicado en la aldea lLos Encuéntros, Departamento de Solol4,
consistiendo en ramificacionés de donde se obtuvo las estacas de

hoja y yemas terminales de ramilla.

7.3. REACTIVOS Y MATERIALES.
Sales minerales, constituyentes del médio de cultivo, agua
destilada, hipoclofito de sodio, dcido clorhfdrico, hidréxido de
sodio, sacarosa, Benciladenina, Acido Naftalenacético,

agar. Alcohol al 70%, papel ﬁluminio,papel absorbente.

™

7.4. CRISTALERIA Y EQUIPO.
Balanza analitica, poténciémetra.'autoclave, campana de
flujo laminar, refrigerador, agitador magnétfco; pipetas de
1,5,10,25 ml., probetas de 100,250 y 500 ml.,Erlénmeyer de 250,500
y 1000 ml.,frascos pnrra almacenar éoluciones, gabinete germinador,
mecherog, parafilm, agﬁjas de diseccién, tijeras, bisturf, pinzas,

pizetas, cajas de petri de 15x150 mm.
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7.5. MEDIOS DE?CULTIVO.
7.5.1. Prepaﬁacién del medio de cultivo,

Para la preparacién de los medios de cultivo seAprepararon
antes las solucﬂones madre para cada uno de ellos. Se témé como
hase la prepafacﬁén de un litro de medio de cultivo, agregando los
ingredientes corﬁespondientes para el medio basal Mursashige y
Skoog modificadoé(Ai) y el de Gresshoff y Doll modificado (A2) (Ver
Cuadros 2 y 3). |

Se prep%raron soluciones dé concentracidn conocidé, los
cuales sirvieron1de base para la preparacién de los medios. Los

medios de cultivo se ajustaron a pH entre 5.6 Y 5.8, con Hcl y NaOH

al 0.1IN.

7.5.2. Esterilizacién del medio de cultivo.
Luego 'de preparados los medios de cultivo con sus
combinaciones hormonales (Cuadro No. 2) se esterilizaron en

autoclave duranté 15 minutos a 121 grados centigrados y 15 libras

1

de presion.

7.6. SIEMBRA DEL1MATERIAL VEGETAL.
7.6.1. Siembra:de estacas de hoja. (B1)
Obteniao el material vegetal, se procedio a la seleccion

de las hojas que Se utilizaron, para lo cual se utilizé un

estereoscopio, seleccionadas las hojas se procedié a obtener la

estaca cortando eﬁ 60% de la hoja, para uvtilizar la base de la

PROPIEBAD DF 1A H'N_WERS!HAH DF SAN CARLOS OF GUATEMALA

1 1oteca Centrqgl
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misma, luego se esteriliz6 durante 1 minuto en alcohol al 70% y 15

minutos en una sglucién al 15% de hipoclorito de sodio,

para luego 1avar{as en agua destilada y préceder
a la siembra res@ectiva en frascos de 120 ml., que contenian

25 ml. del medio nutritivo correspondiente y las combinaciones

hormonales a utilizar.

7.6.2. Siembra de yemas terminales de ramilla. (B2)
Para la obtencidén de las yemas terminales de ramilla se
utilizé ramificaciones jévenes y se procedi6 a extraer dicho

explante para realizar el procedimiento anterior.

7.6.3. Condicﬁones de cpltivo.
La# siembras se mantuvieron en un cuarto de incubacidn
con un total de MG horas deAluz y una temperatura de 27i 2
grados centigradbs durante el dia v 8 horas-luz con temperatura

de 20+ 2 grados centigrados durante la noche. La provisioén

luminica se realizé con lamparas de luz fluorescente.
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Cuadro No. 21

COMPOSHCION DEL. MEDIO BASAL DE MURASHIGE Y SKOOG MODIFICADO

. COMPUESTO mg/litro
'NH NO 825.000
. 4 3
KNO 950.000
3
CaCl .2H O 220.000
\ 2 2
'‘MgSO . 7TH O ~ 185.000
; 4 2
'KH PO 85.000
2 4
FeSO .7H 0 6.000
: 4 2
Na EDTA 7.200
2
H BO 3.100
3 3
MnsSO .4H O 11,150
‘ 4 2
ZnsSO .7H O 5.250
1 4 2 ‘
KI 0.400
NaMg O .2H O 0.150
‘ 24 2
CuSO .5H O 0.013
42 :
CoCl .6H O - 0.013
22
Mio~1nositol " 250.000

Tﬁamina 2.500




Cuadro No.

3

{

i Y
COMPOSICION DEL MEDIO BASAL DE GRESSHOFF YV DOLL MODIFICADO

COMPUESTO

(NH ) SO
4'2 4
cacl .20 ©
2 2
MgSo '7H 0O
4 2
KNO |
3.
KCL |

KI

NaH PO .H O

2.4 2
NaHPq
4
FeSO .7H O
4 2
NaEDTA

MnSO '.H O
4 2

ZnSO .H O
4 2

Znso .7H O

4 2
H BO
3 3

- CuSO .5H O

4 2
NaMoO .5H ©O
-4 2
CoCl .60 O
2 2
Tnositol

Tiamiqa HCL .
Acido‘nicotinico

Piridoxina. HCI
!

mg/litro
200.00
150.00
250.00

1000.00

300.00
0.75
90.00
30.00
27.80
37.30
10.00
10.00

3.00

0.25

0.25
10.00
1.00
0.10

0.10




Cuadro NO. 4 } COMBINACIONES HORMONALES

7

7.

7.

t

Medio Basal ANA BA

"MS (A1) 0 25 (C1)
MS (A1) 0 S50 (02)
MS (AL) 10 25 (03)
‘MS (A1) 10 50 (C4)
MS (A1) 25 25 (C5)
MS (A1) 25 50 (C6)
GD (A2) 0 25 (Ct)
GD (A2) 0 50 (C2)
GD (A2) 10 25 (C3)
GD (A2) 10 50 (C4)
GD (A2) 25 25 (C5)

(A2) 25 50 (Ce)

GD

DISENRQ EXPERIMENTAL.
7.1. Tratamientos.

Los tratamientos que se sometierdn a la evaluacidn
fueron:

AIBICL= Medié MS modificado explante estaca de hoja 0 mM de ANA
y ZSImM de BA.

AlBIC2= MedioﬂMS modificado explante estaca de hoja 0 mM de ANA
y SOEmM de BA.

AIR1C3= Medio MS modificado explante estaca de hoja 10 mM de
ANA yl25 mM de BA. |

AlBI1C4= MedioEMS modificado;eXplante estaca de hoja 10 mM de
ANA y 50 mM de BA. |

AlRICS= MedioiMS modificado explante estaca de hoja 25 mM de

ANA y .25 mM de BA.
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A1B1C6= Medio MS modificado explante estaca de hoja 25 nM de
ANA ? 50 mM de BA.
AlB2C1= Medi@ MS modificado explante vema terminal 0 mM de ANA
y 25 mM de BA. _ : | .
AIB2C2= Medi% MS modificado explante vema terminal 0 mM de ANA N
A/ Sd mM de BA.
AIB2C3= Medﬁo MS modificado explante yema terminal 10 mM de
ANA ¥ 25 mM de BA.
AIB2C4= Medio MS modificado explante yema terminal 10 mM de
ANA # S0 mM de BA.
AlB2CS= Med?o MS modificado explante vema terminal 25 mM de
ANA 'y 25 mM de BA.

A1B2C6= Medjo ms modificado explante yema terminal 25 mM de
|

ANA'v 50 mM de BA.

A2BICI= Medéo GD modificado explante estaca de hoja 0 mM dé ANA
y 25 mM de BA.

A2BIC2= Medio»GD modificado explante estaca de hoja 0 mM de ANA

y Sp mM de BA.

A2B1C3= Medio GD modificado explante estaca de hoja !0 mM de

ANA Y 25 mM DE BA.

A2B1C4= Medio GD modificado explante estaca de hbja 10 mM de

AN@ y 50 mM de BA.
| A2BICS= Meqiq GD mpdificado-éxplante estaca‘de'héja 25 mM de
ANA y 25 mM de BA. _ _ s
A2B1CE= Medio'GD modificado explante estaca de hoja 25 mM de
; AN% ¥y 50 mM de BA.

I

I
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AZBZCI; M%dio GD modificado explante yema terminal 0 mM de ANA
25 mM de BA.

;. A2R2C2= Meﬁio GD modificado explante yeﬁa terminal 0 mM de ANA
Sd mM de BA.

A2B2C3= Mchio GD modificado explante yema tcrminal-lo mM de
ANA y 25 mM de BA.

A2B2C4= Me@io GD modificado explante yvema terminal 10 mM de

ANA y 50 mM de BA.

A2B2CS= Meﬂio GD modificado explante yema terminal 25 mM de

?

ANA y 25 mM de BA.

A2B2C6= Medio GD modificado explante yema terminal .25 mM de
ANA y 50 mM de BA. |

7.7.2. Aleatbrizacién.

Para}la ejecucidén del experimentq, se trabajdé con 24
tratamientos qu% se distribuyeron en 5 repeticiones de un disefio
completamente aﬂ azar con arreglo combinatorio en tres factores, lo
que hérﬁ un totél de 120 unidades experimentales. Los factores
evaluados fueroﬁ: dos explantes,dos'medios‘de cultivo y seis
combinaciones d% reguladofes de crecimiento. Cada tratamiehtp
consistié en la éombinacién de los reguladores dél crecimiento (ANA
¥y BA) en cada médio basal y el éxplante correspondiente,
utilizédndose la @leatorizaciﬁn-al azér}'al igual que las

repeticiones, debido a las condiciones de homogeneidad existentes,
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7.7.3. Unidad Experimental.
La unidad experimental consisti6é en 2 frascos de 125 m].,

| .
que contenfian 25 ml. del medio y los reguiadores del crecimiento

correspondientes y cinco explantes/frasco.

7.7.4.Variab!é Respuesta.

La var&able respuesta que se evalud en el estudio fue el
porcentaje de ingculos gue formaron callos , el porcentaje de
indculos que fordaron brotes, el porcentaje de inéculés que
formaron plantas completas, como el porcentaje de sobrevivencia de
los explantes poﬁ unidad éxperimental, Para ello se llevd un
control a partirfde una semana de establecido el experimento,

tomando datos cada dos dias.
‘
i
7.7.5 Anélisi# Estadfistico.

El anélisis estadistico fue aplicado solamente a la
variable respuesﬂa, porcqntaje de inéculos que formaron callos pues
para las otras vériab}es, no amerité el mismo, ya que no hubo
respuesta tal es;él caso de ia variable porcentaje‘de inéculos que
formaron plantas completas 6 se manifestd solo en un tratamiento,

x

como el caso de la variable, porcentaje de inéculos que formaron
|

brotes.
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Es necesario aclarar que inicialmente el experimento fue
disefiado con ud‘arreglo trifactorial, sin embargo para la variable
porcentaje de ﬂnéculos que formaron callos, el explante estaca de
hoja no respondﬁé a la misma, teniendo que eliminarse como factor,
quedando como dna constante el explante yema terminal: por lo
tanto el anélis%s estadistico aplicado a la variable respuesta fue
un andlisis de Qarianza (ANDEVA) para un disefio irrestrictamente a]

1

azar con arreglq bifactorial, a un 5% de significancia ; quedédndose
como factores, los medios de cultivo y las combinaciones de los
reguladores del crecimiento. Luego de realizado el ANDEVA, se

realizd la prueﬁa de TUKEY, para determinar el mejor medio basal y

la combinacién de reguladores que presenté significancia.

1

7.7.6.Modelo estadistico.

E! modelo estadistico correspondiente al disefo

experimental a usar fue el siguiente:

Yij = M + Aj + Ck + + ACjk + Eij

i

Donde: :
M = BEfecto de la media.
Aj = j .... ésima modalidad del factor 1.
Ck =k .... ésima modalidad del factor 2.
.ACik = interaccién 1,2. '

Eijk = Error Experimentai.
I
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I

8. RESULTADOS Y DISCUSION:

8.1. Matriz de Re#ultados.

A contifuacidén se presenta la matriz de resultados de

I

la variable respuesta, Porcentaje de inb6culos que formarqn callos,
de los tratamiento$ evaluados a lo largo del estudio; para la
variable respuesta, porcentaje de indculos que formaron brotes no
se presenta, ya qhe inicamente un tratamiento respondié y la
variable, porcentaié de in6culos que formaron plantas completas no
se manifesté en nirngidn tratahiento.

Cuadro No. § MATRIé BRUTA DEL PORCENTAJE DE INOCULOS QUE FORMARON

CALLOS EN LOS TRATAMIENTOS EVALUADOS.

1

DIAS DE TONA DE LECTURA, DURANTE EL DESARROLLO DEL ESTUDIO
[05 1015 20 25 30 35 40 45 50 §5 60 65 70 75 80 85 90 95 100

ABICT 100,100 100 100 100 80 80 S0 S0 30 20 (0 0 0 6 0 0 0 0 0 O
ARICT 100 100 100 100 100 100 100 100 00 100 100 100 100 100 100 100 100 80 80 80 80
AtBICT 100 100 100 80 80 70 50 S0 40 40 20 10 -0 O O O O O 0 O 0.
AMBACZ  100' 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
AIBICY 1007 100 100 100 100 90 90 80 70 S0 % 10 o0 0 0 O 0 O 0 O O
A1B2C 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
ALBIC4 100 100 100 100 90 70 S0 S0 S0 S0 0 O O O O O O O 0 0 O
ATBICE 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 {00 {00
AIBECS 100 100 (00 100 70 SO 50 S0 40 40 30 40 10 0 O 0 O 0 0 0 O
A1B2CS {00 100 100 80 80 70 70 50 S0 S0 S0 S0 S0 S50 S0 50 S0 S0 50 S0 S0
AIBIC6 100 100 80 80 70 40 40 40 3010 40 10 (0 0 O 0 0 0O 0 0 0
A1B2C6 108 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 {00
ABICE 100 90 80 70 70-60 20 10 (6 O 0 O 6 0 0 0 0 O O O 0
A2B2C1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90
A2B1C2 100 80 60 60 20 20 10 10 10 {0 10 10 10 40 10 10 O O O O O
A282¢1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 80 80 80 &0 80 80 §0 80 80
ABICS 130 100 80- 80 80 70 70 50 50 40 40 30 2010 40 f0 O O 0 0 O
AB2C) 100 100 100 100 100 100 100 100-100 100 100 100 100 100 (00 100 100 {00 100 100 100
AZRICE 100 90 90 80 80 60 60 30 20 10 0 O O O O 0 O & 0 0 O
A282C¢ 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 160 100 100 100 100 100 100 100 100
A2BICS 160 80 70 70 60 f0 10 10 0 O 0 O & 0 & O O 6 0 0 O
AZBICS 10O 100 100 100 80 80 80 80 80 80 80 80 A0 80 &0 80 80 R0 86 80 80
AIBIC6 10O B0 80 40 20 10 0 0 0 0 O O 0 O 6 0 0 0 0 0 O
A202C6 100 90 90 80 80 60 60 50 50 SO S0 S50 S0 S0 50 50 50 S0 SO 50 950

O wF B O e T e ~3 e X2 =3
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8.2. Andlisis Je Varianza:
|

A continuacidén se presenta el cuadro de
‘ v

ANDEVA, aplicaqo a la variable callos, que fue la que amerité dicho
andlisis estadistico, aclarando que inicialmente se planted6 un.'
andlisis de un arreglo trifactorial, sin embargo al final dé la
investigacion,' del explahte, estaca de hoja, no se obtuvo
respuesta, teniendo que eliminar ese factor realizando entonces
un anédlisis coﬁ arreglo bifactofial. Previo al anéiisis de varianza

los datos fuer?n transformados para su estandarizacién.

ANDEVA
Fuente de Grados;de Suma de Cuadrados F. F.
variacién + " Libertad. Cuadrados. - Mediés. Calc. Tab.
1 v
Tratamientos . 11 - 22373.33 1 2033.94 15.85 2.08%*
Medio Cultivo | 1 8640.00 8640.00  67.22 4.08%
Combinacion Hormonal 5§ ‘ 15913.33 1182.67 _ 9,22 2.45%
Interaccion 5 7820.00 1564.00  12.19 2.45%

Total 39 : 28533.33

El coefiéiente'de variacioéon obtenido es de 67.971.




40

i .
8.3. Comparaciéﬁ Miltiple de Medias. (Prueba de Tukey, 5% sig).

De acuerﬁo a los resultados obtenidos en el andlisis de
ANDEVA, se determind realizar una prueba de comparacidén miltiple de

medias (Tukey) a Ja interaccién, obteniéndose los siguientes

|
resultados.

i

Cuadro No. © RESVLTADOS DEL ANALISIS DE TUKEY

MEDIO [ ] REGULADORES _EXPLANTE MEDIA AGRUPAMIENTO
ANA(mM) BA{(mM) - .

MS Mod 10 50 yema terminal 66 a

MS Mod 25 50 vema terminal 44 . abH
MS Mod 0 . 25 yema terminal 26 b
MS Mod 0 50 " yema terminal 20 _ be
GD Mod o 50 © FEstaca de hoja 14 : ¢
MS Mod 10 25  vema terminal = 12 C
GD Mod 10 25 Estaca de hoja 8 ¢
MS Mod 25 25 vema terminal . 4 c
GD Mod 0 25 Estaca de hoja 4 c
GD Mod 10 50 " Estaca de hoja 2 cd
GD Mod 25 50 Estaca de hoja 0 d
GD Mod 25 25 Estaca de hoja - 0 - d

El presen{e estudio, se llevé a cabo en el periodo dé
‘

Noviembre a Febr?ro, méseé'en los'que se alcanza las'mas bajas
temperaturas, neqesarias para la acumulacién de horas frio, ei cual
se cree, influye en el desarrollo fisiolégico del Pinabete, de ahi
que el explan%e yema ‘términal de ramilla. presenté un
comportamiento favorable a la variable .respuéSta porcentaje de
inéculos que foﬂman callos, manifésténdose en‘distinto grado, de
acuerdo al mediq de cultivo y a las combinaciones de reguladmres

del crecimiento;usadas. aungue se notd que se obtuvieron mejores

resultados al udtilizar el medio de cultivo Murashige y Skoog
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modificado. 'FEstadisticamente los ~ tratamientos presentarcn
significancia} y una amplia distribucién de Jos resultados,
determinandnsé que los mejores tratamigntos fueron; en primer Jugar
el explante, fema terminal sembrado en el medio Murashige y Skoog
modificado suﬁlementado con 10 mM. de ANA. y 50 mM. de BA. y el
explante yematterminal sembrado en el medio Murashige y Skoog

modificado suﬁlementado con 25 mM. de ANA. y 50 mM. de BA. en

segundo lugar se sitdan los tratamientos, el explante yema terminal

| : .
sembrado en el medio Murashige y Skoog modificado, suplementado con

o
|
|

25 mM. de BA. 'y el explante yema terminal sembrado en el medio
I
Murashige y Skoog modificado con 50 mM. de BA. Es importante notar

2 s [ N " N
que estadisticamente, los tratamientos que mejor respondieron a la

variable respuesta, contenia el medio Murashige y Skoog modificado

i

v que en las combinaciones de reguladores del crecimiento sobresale

| .

la concentracidén de BA. el cual es una citoquinina gque promueve la

divisién celulaf y la organizacién de callos, pudiendolser entre.
otros factores, los que mas influyeron en la formacién de callés en
el explante yemés terminales de ramilla. Dentro de un mismo

tratamiento qué respondié a la variable respueéta, existid
diferencias en ﬁorcentaje de encallamiento, el cual se atribuye
bédsicamente a la utilizacidén de yema terminal de ramilla sin

discriminar los estratos de las ramas utilizadas, para la obtencién
| .

del explante.
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1

'8‘4..Figuras de, Porcentajes de Sobrevivencia{
A continuacién se presentan las figurds, del
comportamiento dé la variable, porcentaje d¢ sqbreviven¢ia'de los
explantes estacajde hoja y:yema terminal en los medios MS.

modificado v GD. modificado, con las combinaciones de reguladores

del crecimiento ANA. v BA,
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FIGURA 1: Sobrevivencia de estaca de hoja Vrs. yema terminal
en medio MS Mod. O mM de ANA v 25 mM de BA.
Fuente: Autor Mayo 1993.
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FIGURA 2: Sobrevivencia de estaca de hoja Vrs. vema terminal
en medio MS Mod. 0 mM de ANA y 50 mM de BA.
Fuente: Autor Mayo 1993.
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FIGURA 3: Sobrevivencia de estaca de hoja Vrs. yema terminal
en medio MS Mod. 10 mM de ANA y 25 mM de BA.

Fuente: Autor Mayo 1993.
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FIGURA 4: Sobrevivencia de estaca de hoja Vrs. yvema terminal
en medio MS Mod. 10 mM de ANA y 50 mM de BA. :
Fuente: Autor Mavo 1993,




100 -‘—m

PORCENTAJE SOBREVIVENCIA

10 L

1 5 101520 25 30 35 40 4550 55 60 65 70 75 80 85 90 85100
\ DIAS

[%—-— ESTACA DE HOJA —— YEMA TERWNAL |

FIGURA 5% Sobrevivencia de estaca de hoja Vrs. yema terminal
en medio MS Mod. 25 mM de ANA y 25 mM de BA.
Fuente: Autor Mayo 1993,
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FIGURA 6: Sobrevivencia de estaca de hoja Vrs. yema terminal

en medio MS Mod. 25 mM de ANA y 50 mM de BA.
Fuente: Autor Mayo 1993.
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FIGURA 7: Sobrevivencia de estaca de hoja Vrs. yema terminal
en medio GD Mod. 0 mM de ANA y 25 mM de BA.
Fuente: Autor Mayo 1993.
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FIGURA 8: Sobrevivencia de estaca de hoja Vrs. yema terminal
en medio GD Mod. 0 mM de ANA y 50 mM de BA.
Fuente: Autor Mavo 1993.
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FIGURA 9; Sobrevivéncia de estaca de hoja Vrs. yema terminal
en medio GD Mod. 10 mM de ANA y 25 mM de BA.
Fuente: Autor Mayo 1993.
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FIGURA 10: Sobrevivencia de estaca de hoja Vrs. yema terminal
en medio GD Mod. 10 mM de ANA y 50 mM de BA.
uente: Autor Mayo 1993.
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FIGURA' 11: Sobrevivencia de estaca de hoja Vrs. yema terminal
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L.a variable respuesta, porcentaje de sobrevivencia, de
| .
acuerdo a las figuras de lineas presentadas en los resultados (ver
| .
figuras 1-12) manifiesta que los explantes tienen una tendencia

similar indepeﬁdientemente del medio de cultivo y de la combinacidn

de reguladores, del crecimiento. En el caso del explante estaca de

hoja, empezé a decaer en el porcentaje de sobrevivencia a partir de
los 15 dfas de sembrada, terminando en la muerte total del

explante, teniéndo un minimo de 30 dias y un midximo de 80.dias de_

| .
sobrevivencia; este comportamiento se debié gquizd, a la poca

capacidad del éxpiante a la extraccién de los nutrientes del medio

de cultivo y de los reguladores del] crecimiento respectivos, debido

a que el explante consisti6 en 40% del total de la hoja el cual

contenia pocas reservas nutricionales para sobrevivir, é iniciar su

proceso fisiongico de elongacidén y diferenciacién celular, si se

hubiera utilizado una estaca mas grande 6 la hoja completa, es

| .
"posible que se hubieran obtenido mejores resultados. El explante
. I .

yema terminal de ramilla, presenté algunos cambios en el porcentaje
de sobrevivencia atribuibles a la utilizacién de yemas demasiado

! ) . B
jévenes que no tuvieron capacidad de desarrollo y a la

contaminacién que se presenté en un bajo porcentaje, aunque la
|

| .
mayorfia de los explantes se mantuvieron vivas hasta la udltima

1

lectura tomada.,
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Respecto a ﬁa variable respuesta, porcentaje de indculos que
formaron brbtes, fue un solp tratamiento el que'respondié en un
10% , miéntras eliresto, no presenté ninguna brdtacién, al momento
de la ditima lectﬁra. El tratamiento que se manifesfé fue el del"
explante yema teimina] sembrado en el nwdjd_Murasﬁige 3f_Sknog‘
modificado sﬁp]ementado con 25 mM. de BA, tomando en cuenta que
este regulador dél crecimiento es'una_citoquinina que pfomueve la
formacién de brotes y que pudo haber influido en la manifestacién
de esta variable:fespuestaF complementado con el alto desarrollo
vegetativo del e#plante. | |

En el explénte estaca de hoja no hpbo respuesta favo?abie en
las variables po#centaje de inéculos que formaron callos, brotes y
plantas completbs; quizd fue debido a la poca 'capacidad de
absorcidn de nutrjéntes y feguladores del crecimiento por parte del
explante y a la poca capacidad de sus célﬁlas a la _divisién,
v | _ v

elongacién y diferenciacién celular. El explante yema terminal no
Tespondid favor%blemente'a la variable porcentaje de inécu]oé que
forman plantas éompletas, quizéd fue porque la ddsis de reguladores.
del crecimient& en las combinabiones no -fue la adecuada, ya que
aungue se dotéidevANA. al medio, que cdntribuye'élla elohgaciéﬁ_
celular é indudcién radicular,esta variable, no se ménifeStéJ

Es importéhte mencionar que"las dosis _utilizadas de los

. { . “ o | . .
reguladores de) crecimiento, se basaron en el estudio de Franco

(4), que cultivo cotiledones de Pinus opocarpa.. sin embargo las
. . | . R

mismas demostraron no ser tan efectivas para el pinabete, de abhi
i . .
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que no se obtuvieron los resultados esperados en la manifestacién
;o . : .

de las variables evaluadas, debiendo realizar investigaciones de
| . : -

dosis con un rango mas amplio para lograr la respuesta esperada.
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9. CONCLQSIONﬁs;

9.1.. El Pinabete (Abies guatemalensis Rehder.) respondié
|
favorablemente a la formacién de callos y a la brotacidn,
en yemés terminaleé de ramilla, asi como una sobrevivencia
adecu@da aceptando las hipotesis, 6.1, 6.2 ¥y 6.3

planteada.

9.2. E] pinabete (Abies guatemalensis Rehder.) no respondid

favorablemente a la formacién de plantas completas,
rechazéndo la hipotesis 6.4 planteada. |
9.3. Los tfatamientos que mejor respondieron a lé variable
porcebtaje de indéculos que formaron.callos son: El
explabte yema términal de ramilla, sembrado en el medio
Murashige y Skoog modificado, suplemehtado con 10 mM. de
ANA.y?SO mM. de BA‘; Fl explante yema terminal dé ramilla,
semﬁrado"en el medio Murashige y Skoog modificado
supﬁéméntado con 25 mM. de ANA. y SO'mM. de BA.
9.4. Dent#o de los tiatamientos que,respondieroﬁ a la
variéble porcentaje de inécﬁlos que formaron callos;
las éemas termiﬁales con mejor desarrollo vegetativo
presénté me jores resultados.
9.5. &I tfatamiento que respondid, en un 10% a l!la variable
resphesta, porcentdje de inéculos que brotaron fue

sembrando yemas: terminales en el medio Murashige y Skoog

| .
madificado suplementado con 25 wmM. de BA.




9.6. El explante yemas terminales de ramilla, es el que

posee ‘mavor capacidad de sobrevivencia:
X | R
independientemente de los medios y combinaciones de

|
reguladores del crecimiento.

El explante yema terminal de ramilla, no respondié a la
|

. _
variablle respuesta, porcentaje de in6culos que forman
I ' :

plantas completas.

El eXp}ante estaca de hoja, no respondié a ninguna de las

1

variable respuesta, en los medios de cultivo vy

combinaciones de reguladores del crecimiento evaluados.




1

11. __RECOMENDACIONES

11,1, 8i se pﬁetende Ia produccidén de plantas de Pinabete

(Abies g#atemalensis Rehder.) partiendo de callps para
luego sémeterlos a un proceso de microprqpagmcién. se
recomicﬁda usar los tratamientos; explante de yema
terminal de ramilla sembradas en medio Murashige v Skoog
modifichdo suplementado con 10 mM. de ANA. y 50 mM. de BA
el exp]%nte vema terminal de ramilla sembrada en medio
Murashige y Skoog modificado suplementado con 25 mM. de

ANA y;SO mM. de BA. Si se desea obtener plantas
completas a partir de yemas terminales d¢ ramilla, deberd
utilizarse dosis de ANA. y BA. en un rango mas amplfo que
las usédas en este estudio.

11.2. Es recomendable utilizar cualquiera de los dos medios de
cultivé evaluados, preferentemente el de Murashige y
Skoog modificado.

11.4. Se rec$mienda'la generacidén de una linea de
investigacién en pinabete, para su reproduccidén y

propagacién, contribuyendo asi a su conservacién.
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