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RESUMEN

El presente trabajo de graduacion contempla las actividades realizadas durante el
desarrollo del Ejercicio Profesional Supervisado —EPSA- con sus respectivos resultados,

como parte de la nueva metodologia de graduacion.

Inicialmente se elaboré el diagndstico, como parte fundamental de inicio, para conocer,
recabar e integrar informacién sobre los recursos existentes en la finca Panimachabac y
el caserio con el mismo nombre. La finca Panimachabac es manejada con su respectivo
plan de manejo a cargo del Ing. Agr. Ronald Estrada; destaca dentro de ella el rodal de
Pinabete destinado para la obtencion de arboles de navidad. En cuanto al caserio, sus
habitantes estdn organizados no solo a nivel local sino con comunidades de los
alrededores. Las condiciones ambientales del lugar limitan el desarrollo de cultivos, el
anico existente es practicamente maiz y una poca cantidad de arveja china (cuando las
condiciones lo permiten). En general se carece de diversificacion de actividades

productivas.

Como parte del trabajo mencionado, se realizo la investigacion que lleva por nombre
Propagacion in vitro de pinabete (Abies guatemalensis Rehder) por medio de la
multiplicacion de apices de brote. Esta se dividid en dos fases: en la primera fase se
controld la contaminacion y oxidacién, asi como también se determind la época adecuada de
colecta de apices para su utilizacion en la investigacion, los resultados positivos de esta fase se
lograron a los 9 meses de iniciada la investigacion, los cuales fueron: la época adecuada para
la obtencibn de material vegetal es la etapa de latencia que va de octubre a marzo
aproximadamente, el antioxidante que dio resultado en el control de la oxidacion fue carbon
activo a una concentracion de 0.25%. En la segunda fase se llevé a cabo la evaluacion de
reguladores de crecimiento Acido Naftalenacético (ANA) y Bencilaminopurina (BAP),
obteniéndose como resultado la respuesta de los apices en tres formas: formacion de brotes,
formacion de callo y presencia de crecimiento o elongacion. Las concentraciones son las
siguientes, para brotes 3 mg/L Bencilaminopurina + 0.5 mg/L Acido Naftalenacético, para callo
0.5 mg/L Bencilaminopurina + 1 mg/L Acido Naftalenacético y para crecimiento 0.5 mg/L

Bencilaminopurina + 0.5 mg/L Acido Naftalenacético.



Los servicios se enfocaron al caserio y fueron los siguientes: Estudio de la condicion actual de
los suelos destinados para agricultura en el caserio Panimachabac, Tecpan, Chimaltenango y
Capacitacion en viveros forestales en la escuela de fomento del caserio Panimachabac
Tecpan, Chimaltenango, ambos se realizaron satisfactoriamente y se requiere la ejecucion de

otro tipo de servicios para el desarrollo de la comunidad.



CAPITULO |

DIAGNOSTICO

GENERAL DE LA FINCA PANIMACHABAC Y EL CASERIO PANIMACHABAC DEL
MUNICIPIO DE TECPAN, CHIMALTENANGO
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1. INTRODUCCION

El ejercicio profesional supervisado (EPSA) implementado por la Facultad de Agronomia de la
Universidad De San Carlos de Guatemala, permite al estudiante poner en practica de forma
integral los conocimientos adquiridos durante el periodo de formacion, en los lugares donde es
oportuno aportar algun tipo de servicio en cualquier rama que sea necesario, para contribuir a

solucionar las dificultades de desarrollo local.

El EPSA es una muy buena oportunidad, lejos de las aulas, en donde se pueden apreciar de
forma real las condiciones sociales, politicas, culturales, alimentarias, econémicas, etc. desde
un punto de vista mas critico, y nos mueve a conocer la necesidad de plantear proyectos de
beneficio para aquellas localidades con poca atencién de parte de las autoridades locales y

estatales.

Por otra parte, existe la necesidad de investigacion como complemento del desarrollo no solo
en el area local, en donde se pueden aprovechar sus resultados. Es necesario conocer todas
las condiciones posibles para formar un estudio completo del lugar de interés, y mediante esta
informacion, generar, proponer decidir y ejecutar proyectos, que en un futuro cercano fomenten

desarrollo del lugar y en consecuencia desarrollo del pais.

Con el presente trabajo se tratdo de visualizar paralelamente las condiciones actuales de la
finca Panimachabac de propiedad privada y el caserio con el mismo nombre, con el propdsito
de conocer los recursos naturales, condiciones econémicas, socioecondémicas y culturales,
para realizar una integracion, que deje como resultado aspectos que necesiten ser fortalecidos.

El presente trabajo se realizo de enero a noviembre del 2004.



2.

OBJETIVOS

GENERAL

Generar informacion descriptiva y diagndstica de la finca y el caserio Panimachabac, Tecpan,

Chimaltenango.

ESPECIFICO

Describir las condiciones socioeconémicas, culturales y recursos naturales y su respectivo

manejo en la finca y el caserio Panimachabac.

3.

MATRIALES Y METODOS

3.1 METODODOLOGIA

A.

Reconocimiento del area de estudio con el propietario de la finca y también del caserio del

lugar.

. Caminamientos y observaciones directas en el lugar para conocer los recursos con los que

cuenta la finca y el caserio.

Entrevistas personales con el propietario de la finca y el administrador de la misma.

. Asistencia a reuniones comunales para comprender de una mejor forma los problemas del

caserio.

E. Consulta de fuentes secundarias, mapas, documentos relacionados.

Proponer posibles proyectos de acuerdo a las necesidades existentes.

3.2 RECURSOS

Para la elaboracién del presente diagndstico se utilizaron los siguientes materiales:

A.
B. Informacion obtenida de planos de manejo forestal del area.
C.
D

. Libreta de campo

Informacién necesaria tomada de mapas en version electrénica publicada por el MAGA.

Computadora e impresora.



4. MARCO REFERENCIAL
4.1 DESCRIPCON BIOFISICA DEL AREA

4.1.1 UBICACION DE LA FINCA Y EL CASERIO PANIMACHABAC
La finca Panimachabac se encuentra en el municipio de Tecpan, del departamento de
Chimaltenango. De la ciudad capital, conduciéndose a la finca Panimachabac, se llega por la
carretera interamericana CA-1 en donde a la altura del kildbmetro 93.5 se toma el desvio de
carretera de terraceria que conduce a las aldeas Chajalajya, Panimachabac, Paquip y otras
comunidades y caserios. Latitud N 14° 50'16"” y longitud O 90° 59'10".

4.1.2 SUELOS

Los suelos de esta region se clasifican como suelos de la serie Totonicapén en la Clasificacion
de Reconocimiento de los Suelos de la Republica de Guatemala de Simmons, Tarano y Pinto
1959 (4). Adecuado para la actividad forestal, no ha sufrido erosiones edlicas o hidricas. Los

suelos pertenecen a la division fisiografica, Tierras Altas Volcénicas.

4.1.3 HIDROLOGIA
Dentro de la finca existen varios nacimientos de agua que forman riachuelos que por el relieve
del lugar toman direccion hacia la vertiente del rio Motagua. Es una zona donde practicamente

el agua es abundante como consecuencia de una adecuada recarga hidrica.

4.1.4 CLIMA

Por la elevacion que va de los 2350 msnm a los 2800 msnm la temperatura predominante
anual promedio es de 14 °C a 16 °C, con precipitaciones promedio anual que van de los 1700
mm a 2300 mm (3)

4.1.5 ZONA DE VIDA

Segun Holdridge (2) la zona de vida es montano bajo muy hiumedo (mbmh), la época lluviosa
es del mes de mayo al mes de octubre y la época seca va del mes de noviembre al mes de
abril. La aparicion de heladas se da en los meses de noviembre a enero.



4.1.6 VEGETACION

A. ESPECIES PRESENTES

Entre las mas comunes estan: Pisea jezoensis, Abies sachalinensis, Chamaecyparis pisifera,
Trujopsis dolabrata, Sciadopitys verticillata, Cryptomeria japonica, Pinus densiflora, Abies firma,

tsuga sieboldii, Quercus sp, otras confieras y latifoliadas.

B. TIPOS DE CUBIERTA FORESTAL

En general existen en la finca cinco tipos de cubierta forestal sujetas a manejo:

a. Reforestaciones puras de confieras en plantaciones por compromiso de aprovechamientos
anteriores por medio de tala rasa menores de 11 afos, plantados con pino (P.
pseudostrobus) y con ciprés (C. lusitanica)

b. Reforestacion de ciprés y pino de 18 a 20 afios por compromiso, en terreno de
aprovechamientos en tala raza.

c. Reforestacion con ciprés, pino y pino blanco de 18 a 20 afios en el bosque mixto original por
compromiso de aprovechamiento por el método de corta selectiva.

d. Area de proteccion de riachuelo. Rodal de especies nativas latifoliadas.

e. Plantacion de pinabete para producir arboles de navidad. Se mantienen podados y

atendidos para el propésito de produccion.

4.1.7 USO ACTUAL Y CAPACIDAD DE USO DE LA TIERRA

A. DE LA FINCA

El uso del suelo de la finca Panimachabac es puramente forestal de conservacién y de
aprovechamiento. Existen 20 rodales distribuidos a conveniencia, dentro de los cuales destaca
el rodal de produccidon de arboles de pinabete para navidad, que comprende un area de 3.6
has. Es una plantacién establecida hace 30 afios, con plantas provenientes de semilla, de
recolecciones en regiones en donde se desarrolla bien esta planta (cerro Maria Tecun, Quiché,
Cumbre del Aire, San Francisco el Alto y Momostenango, Sierra de los Cuchumatanes,
Chancol, San Mateo Ixtatan, Huehuetenango, Volcan Zunil, Montafias del sur-este de Palestina
de los altos, Quetzaltenango, Volcanes Tajumulco, Tacanad en San Marcos y region Serchil),

Gonzalez (1).



B. DEL CASERIO

Los pobladores del caserio poseen parcelas con un area promedio de 10,640 m?, area que se
distribuye de la manera siguiente: un 65% del area total es forestal y el resto para agricultura
con excedente, algunos tienen sistemas agroforestales tipo Taungya (coniferas con arveja

china o maiz), regularmente.

4.1.8 CONSERVACION

A. DE LA FINCA

En la parte que le corresponde a las Mercedes existe un area de 1.5495 has. de bosque natural
protegido. En la parte Panimachabac I, un area de 0.2395 has. Y en la parte de Panimachabac
II, un area de 1.83792 has.

B. DEL CASERIO

Como se mencion6 anteriormente, de la cantidad de tierra que los miembros de la comunidad
poseen, en promedio conservan el 65% de é&rea con bosque, Unicamente talan en

circunstancias de crisis econémica, de uno a tres arboles y posteriormente reforestan.

4.2 CARACTERIZACION SOCIOECONOMICA

4.2.1 ASPECTOS DEMOGRAFICOS
Segun el censo organizado y realizado por el comité del caserio, existen 49 familias;

aproximadamente 200 personas incluyendo a nifos.

4.2.2 HISTORIA

El nombre proviene de la lengua Cakchiquel que significa lugar de los charcales, nombre que
se lo da una parte pantanosa que pertenece a la finca las Mercedes Panimachabac. El caserio
Panimachabac era parte de la comunidad Chajalajya que hace aproximadamente 6 afos
migraron a donde hoy en dia es el caserio. Al inicio eran escasas las personas que hablaban
espafol y se carecia de escuela, fue al poco tiempo que el Ing. Ronald Estrada dono un predio,
en donde se construyeron dos aulas de madera, que posteriormente pasaron a ser de
estructura adecuada para tal fin tal fin.



4.2.3 CARACTERISTICAS CULTURALES
El total de la poblacion del caserio es indigena hablan los idiomas Cakchiquel y Espariol,
poseen vestimenta indigena caracteristica del lugar, aunque cabe mencionar que el 70% ya no

lo usa.

4.2.4 TENENCIA DE LA TIERRA

Las fincas Panimachabac | y Panimachabac Il son propiedad del ingeniero Ronald E. Estrada
H. Inscritas en el registro de la propiedad con los numeros 38416, folio 58, libro 278 de
Chimaltenango y numero 38420 folio 62, libro 278 de Chimaltenango, respectivamente. La finca
las Mercedes Panimachabac es propiedad de la Licenciada Rita Mireya Estrada Menéndez y
del Ingeniero Rafael Enrique Estrada Menéndez, inscrita con el nUmero 604, folio 197, libro 381
de Chimaltenango.

En el caserio Panimachabac, las personas que tienen registrada su propiedad son escasas,
alrededor de un 5%, el resto Unicamente poseen un escritura publica que es reconocida

Unicamente por la municipalidad de Tecpan.

4.2.5 ORGANIZACION COMUNITARIA

En el caserio existe un comité bien definido que vela por los intereses de sus habitantes,
compuesto por un alcalde auxiliar nombrado por el caserio y sus respectivos asistentes. En la
zona también se halla un comité formado por representantes de 26 comunidades que se

encargan del buen estado en verano e invierno de la carretera de terraceria.

4.2.6 INFRAESTRUCCTURA

En la finca habita la familia del sefior Alberto Lares quien es el que administra y cuida de los
recursos, cuentan con una casa de alojamiento para la familia, una bodega en donde se tiene
todo el equipo que se utilizada para el funcionamiento de la finca (sierras eléctricas,
motosierras y otro tipo de maquinaria), también se tiene una pileta para tratar la madera

después de descortezarla y un patio de secado.

El caserio cuenta con:
A. Escuela y sal6on comunal, el terreno fue donado y los fondos para construirla fueron
aportados por el caserio, la municipalidad y la organizacion internacional (PAVA).

B. Existe también una blockera, instalada hace muy poco tiempo.



C. Carretera de terraceria en buen estado.

D. Las casas estan hechas, en la parte baja de block, la parte alta de madera y el techo de
lamina.

E. 2tiendas.

4.3 DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES PRODUCTIVAS

4.3.1 DE LA FINCA
Con anterioridad se mencioné que la finca en toda su extension posee 20 rodales distribuidos a

conveniencia, de aprovechamiento y de conservacion.

4.3.2 DEL CASERIO

Los habitantes del caserio cultivan maiz, arveja china y brocoli, regularmente a partir del mes
de febrero en donde la probabilidad de que se presente una helada es baja (para el caso de
hortalizas). Aunque cabe mencionar que el cultivo de hortalizas es una opcion no muy
aceptada debido al bajo desarrollo que presenta, debido a lo siguiente: factores naturales. Alta
humedad relativa adecuada para la proliferacién de hongos, pH acido debido a que el suelo por
mucho tiempo estuvo cubierto de bosque y la descomposicién de toda esa cantidad de materia
organica con el tiempo le dio esa caracteristica y factores técnicos. En cuanto al
desconocimiento de practicas adecuadas para manejar de una mejor forma este tipo de cultivo.
Por lo anterior mencionado la agricultura es funcional practicamente solo para maiz, aunque
este sea tardio, de 9 - 10 meses (abril — diciembre o enero); Obtenida la cosecha almacenan
una cantidad para semilla, otra parte la venden y otra para consumo propio. Los agricultores se
dedican también a actividades de manejo forestal en sus parcelas o cuando los emplean fincas

vecinas.
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5. RESULTADOS

La unidad que forman las tres fincas (Panimachabac I, Panimachabac Il y las Mercedes
Panimachabac) se encuentra totalmente forestada con diferentes manejos. El rodal de pinabete
(Abies guatemalensis) manejado para arboles de navidad, comprende un area de 3.6 has,

genética y fenotipicamente es heterogéneo.

En cuanto al caserio, cuando sus habitantes no estan ocupados en el cuidado del maiz u otro
cultivo, se dedican a la actividad forestal, o fincas vecinas los emplean para realizar talas,
podas, reforestaciones masivas, etc. por tal razén el nivel de ingresos es bajo y se basa de la

venta de la cosecha de maiz y de la venta de mano de obra en fincas vecinas.

La poca productividad de cultivos y factores naturales son componentes que impiden la
diversificacidon de actividades econdémicas, problema que talvez se podria solucionar con

asesoria técnica, ya que el lugar es de vocacion puramente forestal.

El avance de la frontera agricola en este caso es Unicamente un tema que no tiene relevancia,
ya gue el caserio tiene conciencia de los beneficios a corto y largo plazo que tiene el conservar
el bosque, por tal motivo, cuando por necesidad talan, siembran una cantidad equivalente de
arboles.

6. CONCLUSIONES
Los 20 rodales de conifieras (pino y ciprés) y de conservacion distribuidos a conveniencia en la
finca Panimachabac son manejados adecuadamente con su respectivo plan de manejo

actualizado.

Las principales actividades agricolas del caserio Panimachabac son el cultivo del maiz y frijol,
el primero con excedente, que lo venden en el mercado de Tecpan o Chimaltenango y el
segundo de subsistencia. Recientemente mas personas estan implementando el cultivo de
brécoli en la temporada de invierno. Es relevante mencionar que algunas personas del caserio

tienen un sistema agroforestal Taungya.

El pinabete como se sabe tiene grandes dificultades en cuanto a su propagacion por semilla,

presenta un 8% de germinacion, motivo por el que propagarlo asexualmente seria un gran
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logro y lejos de ser una especie en peligro de extincion puede ser una opcion forestal para las

comunidades ubicadas en las areas en donde alcanza su ideal desarrollo

El caserio carece de diversificacion de actividades productivas.

7. RECOMENDACIONES

Si en el futuro ya no se desea aprovechar el rodal de pinabete de la finca Panimachabac,

plantearlo ante las organizaciones correspondientes como un banco de germoplasma.

Diversificar las actividades productivas en el caserio Panimachabac a través de proyectos
forestales, que permitan el uso de los subproductos provenientes del manejo forestal en la

fabricaciéon de artesanias.

En la época que las condiciones lo permitan (marzo a octubre) en cuanto a lo agricola se
refiere, implementar el cultivo de hortalizas, pero, no sin antes adquirir conocimientos mediante
la capacitacion de los campesinos en el tema, con el objetivo de mejorar las técnicas que

actualmente implementan.
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CAPITULO Il

INVESTIGACION
PROPAGACION IN VITRO DE PINABETE (Abies guatemalensis Rehder) POR MEDIO DE
LA MULTIPLICACION DE APICES DE BROTE
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1. INTRODUCCION

Guatemala es un pais rico en recursos naturales, su geografia permite el desarrollo de una
variedad muy amplia de especies, dentro de esa variedad se encuentran las especies
forestales que constituyen un patrimonio ambiental, cultural y comercial, para la region y para el

mundo.

El pinabete (Abies guatemalensis Rehder) es una de esas especies. Se desarrolla a altitudes
entre 2700 a 3000 msnm y se localiza en el cerro Maria Tecun, Quiché; Cumbre del Aire, San
Francisco el Alto y Momostenango; Sierra de los Cuchumatanes, Chancol, San Mateo Ixtatan,
Huehuetenango; Volcan Zunil, Montafias del sur-este de Palestina, Quetzaltenango; Volcanes

Tajumulco, Tacana en San Marcos y region Serchil, segun Gonzéalez 1979 (13).

Abies guatemalensis Rehder ha sido considerada una especie en peligro de extincion por la
reducida viabilidad de la semilla, el aborto prematuro de embriones, por el mal desarrollo del
endospermo y se sabe también que el género de insecto Megastimus spp., del Orden
Himenoptera y de la familia Chalcididae, ha sido reportado como devorador de semillas en
Abies sp. Estos problemas que presenta la semilla de pinabete, entre otras caracteristicas, es
lo que ha provocado una baja regeneracién natural en los bosques, Coulson (4).

Asi mismo otro problema por el que atraviesa el pinabete es la creciente demanda de
ramilla para armar arboles navidefios principalmente en épocas reproductivas, lo cual reduce

la produccién de semilla y en consecuencia dificulta la regeneracién natural de la especie.

Por lo anteriormente mencionado, en la presente investigacion se evalud la respuesta del
pinabete (Abies guatemalesis Rehder) a su propagacion in vitro, con el objetivo de desarrollar
un procedimiento efectivo para su propagacion asexual. Se parti6 de 4pices de brote como
tejido inicial. La investigacion se dividié en dos fases: en la primera fase se evaluaron tres tipos
te antioxidantes a tres concentraciones cada uno, lograndose establecer un antioxidante que
controld efectivamente la oxidacion. La segunda fase consistio6 en la evaluaciéon de los
reguladores de crecimiento, Bencilaminopurina (BAP) y Acido Naftalenacético (ANA), ambos a
tres concentraciones. En tal evaluacion los explantes respondieron en tres formas diferentes. El
medio utilizado fue WPM (Woody Plant Médium).
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Para la realizacion de esta investigacion se hizo uso de las instalaciones del laboratorio de
cultivo de tejidos de la Subarea de Manejo y mejoramiento de Plantas, Facultad de Agronomia,
Universidad de San Carlos y tuvo una duracién de 13 meses (Marzo del 2004 - abril del 2005).
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA

El pinabete (Abies guatemalensis Rehder) es una especie que presenta dificultades en su
propagacion por medio de semilla botanica, por registrar porcentajes muy bajos de
germinaciéon, como lo reporta EI Banco De Semillas Forestales Del Instituto Nacional de

Bosques -INAB- que es de 8% 0 menos.

La falta de métodos alternativos efectivos de propagacion que permitan en la medida de lo
posible incrementar el nimero de plantaciones, agrava aun mas la situacion y redunda en el
peligro en el que se encuentra la especie. Por lo que es necesario explorar nuevos métodos de
propagacion. Un método es el cultivo de tejidos, el cual consiste en tomar una porcion de tejido
vegetal, colocarlo en un medio nutritivo adecuado con determinadas concentraciones de
reguladores de crecimiento, bajo medidas estrictas de asepsia, para lograr su desarrollo y

finalmente obtener una planta completa con caracteristicas de interés.
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3. MARCO TEORICO

3.1 MARCO CONCEPTUAL

3.1.1. DESCRIPCION DE LA ESPECIE

A. Descripcion Botanica de (Abies guatemalensis Rehder)

Esta planta pertenece a la familia Pinaceae, la que posee hojas lineales dispuestas
helicoidalmente y sus organos femeninos se convierten en estrobilos lefiosos. Estos arboles

aciculifolios tienen sus hojas verdes todo el afio y mas o menos xeromorfas.

En el pinabete las hojas viven, segun las circunstancias entre 5y 9 afios, raramente més. Se
diferencian en dos porciones: base y lamina. Esta representa la “aguja” propiamente dicha,
caediza; la base es concrescente con el eje y le reviste a modo de un “cojinete foliar”, bien
visible, Gonzalez 1979 (13).

Figura 1. Hojas de Abies guatemalensis Rehder
b = base, | =lamina. (Tomado de Strasburger,
E.; Noll, F; Schimper, A. F. W. 1953, ref. 29)

En cuanto a su reproduccion , estd es basicamente sexual, por la cual estos arboles
mantienen sus poblaciones, se adaptan a las condiciones cambiantes del medio ambiente y
persisten de esta manera, cuando las células espermaticas masculinas y los évulos femeninos

se unen para formar un zigoto, Pefialonzo y Zanotti (23).
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De acuerdo con Strasburger (29) los 6rganos sexuales del pinabete son estrobilaceos, los
masculinos “tienen unas cuantas hojitas escuamiformes en su parte inferior a modo de

perianto sencillo- y por encima numerosos estambres dispuestos helicoidalmente”

Figura 2. Estrobilo masculino de Abies guatemalensis Rehder
(Tomado de Strasburger, E.; Noll, F; Schimper
A. F.W. 1953, ref. 29)

Los 6rganos femeninos “se parecen al principio a los masculinos, pues estan constituidos por
un brote corto rodeado en la base por algunas escamitas involucrables”. Se insertan en el eje,
dispuestas helicoidalmente, numerosas escamas tectrices estériles, y de las axilas de cada una

brota una escama fructifera donde se encuentra la semilla, Gonzalez (13).

Figura 3. Escamas del estrobilo femenino de Abies guatemalensis Rehder.
et = escama tectriz, ef = escama fructifera, se = semillas, 3.1= vista por
arriba, 3.2 = vista por abajo.

(Tomado de Strasburger, E.; Noll, F Schimper, A. F. W. 1953, ref. 29).

Las escamas fructiferas se desarrollan al mismo tiempo o después de las tectrices y crecen

considerablemente al transformarse las partes sexuales en estrobilos, constituyendo las recias
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escamas de la pifia. Esta pifia 0 cono mide en su madurez entre 8.5y 11.5 centimetros de

largo y entre 4.5 y 5.0 centimetros de diametro, siendo cilindrico y resinoso, Gonzalez (13)

Figura 4. Estrébilos maduros de Abies guatemalensis
Rehder. (Tomado de Strasburger, E. ;
Noll, F; Schimper, A. F. W.1953, ref. 29)

Los organos femeninos siempre se encuentran “orientados hacia lo alto cuando estan a punto
de ser polinizados”, esta posicidn la conservan hasta llegar a la madurez de los estrobilos, y
entonces las escamas se desprenden aisladamente del raquis. Las semillas miden entre 8y
10 milimetros de largo son de color castafio claro, estan provistas de un ala abovada y
membranosa como 6rgano de vuelo que mide hasta 15 milimetros de ancho. La época de
produccion de semillas en bosques del pais es durante los meses de noviembre, diciembre y

enero, Gonzalez (13).

ar ab

Figura 5. Semillas aladas de Abies guatemalensis
Rehder. ar = vistas por arriba, ab = vistas
por abajo. (Tomado de Strasburger, E.;
Noll, F; Schimper, A. F. W.1953, ref. 29)

Esta especie tiene corteza ligeramente surcada y de color gris-moreno en arboles adultos,
mientras que en los arboles jévenes corteza lisa y color gris blanquecino. Las raices crecen
asociadas en forma congénita con determinadas especies de hongos que se encuentran en el

suelo, la asociacién de los tejidos de las raices con el micelio del hongo se conoce como
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micorriza. Estos arboles llegan a medir hasta 50 metros de altura, con diametros a la altura del
pecho -DAP- de 1.6 metros (13, 23).

Figura 6. Arbol adulto de Abies guatemalensis Rehder.
(Tomado de Pefalonzo, R,: Zanotti, J.R. ref. 23)

B. Clasificacion Taxonémica segun el sistema Cronquist (5)

REINO Vegetal

SUBREINO Embriobionta

DIVISION Pinophyta

CLASE Pinopsida

ORDEN Pinales

FAMILIA Pinaceae

GENERO Abies

ESPECIE A. guatemalensis Rehder

A. guatemalensis var. Tacanensis(Lundell) Martinez
A. guatemalensis var. Jaliscana Mart.
NOMBRES COMUNES Pashaque, pinabete abeto.

C. Latencia

Solo unas plantas funcionan de manera activa cerca del punto de congelacion, en general,
tales plantas se vuelven latentes o quiescentes, condiciones en las que permanecen vivas pero
presentan poca actividad metabdlica. Tal fendbmeno lo presentan las plantas que se desarrollan

en latitudes altas. Las yemas y las hojas de muchas plantas siempre verdes presentan esta
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reduccion en la actividad durante el invierno y las perennes deciduas pierden sus hojas y

forman yemas inactivas especiales.

Parece apropiado que la propia temperatura pueda tener un desempefio regulatorio en la
supervivencia de plantas en regiones frias. La condicion latente o quiescente de yemas y hojas
siempre verdes con frecuencia da lugar a una respuesta a bajas temperaturas, y tipicamente
los dias cortos acentian los efectos de éstas. Después, el crecimiento subsecuente en
primavera depende muchas veces de una exposicion prolongada de las yemas del invierno al
frid del invierno. Las yemas acumulan o suman los periodos de exposicion al fri6. Con ello
miden la duracién del invierno y anticipan la primavera, que es cuando se puede reiniciar con

seguridad el crecimiento y perder cierta resistencia.

La retencion de agua acelera con frecuencia el desarrollo de la latencia, tal como lo hace la
restriccion de nutrientes minerales, en particular el nitrogeno. Es probable que esto sea
Importante para especies que llegan a la latencia antes de que se presenten las temperaturas
elevadas y las sequias en los tropicos o en climas secos. También se sabe de situaciones en

las que la latencia se presenta en respuesta a una duracion variable del dia.

La verdadera latencia es precedida por una latencia parcial de la yema, y puede revertirse con
facilidad mediante temperaturas moderadas y dias largos. Sin embargo, los intentos por inducir
un crecimiento continuo fracasan gradualmente y es entonces cuando la planta llega a latencia
verdadera.

La morfologia es importante en los fendmenos de latencia, en general, una yema latente tiene
internudos muy reducidos y hojas especialmente modificadas conocidas como escamas de la
yema. Estas escamas impiden la desecacion, aislan brevemente contra la pérdida de calor y

restringen el movimiento del oxigeno al meristemo que esta debajo.

En algunas especies se presenta la latencia a mitad del verano (en particular en especies
siempre verdes), temporada en la cual los tallos cesan de alongarse durante cierto periodo. En

general, esta latencia se rompe mediante una exposicion a dias mas largos, Salisburi (25).

D. Distribucion
El Abies guatemalensis Rehder. se encuentra distribuido desde el sur de México hasta

Guatemala, El Salvador y honduras.
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E. Habitat

En Guatemala las plantaciones de Abies guatemalensis Rehder, se encuentran en medios
montafiosos subtropicales templados humedos, en alturas comprendidas entre 2700 a 3000
msnm, con precipitaciones de 1500 a 3000 mm anuales y un rango de temperatura de —12 a
14°C. Se encuentra asociado a especies como Pinus ayacahuite Ehren, Cupressus lusitanica

Miller. y Pinus rudis Ende, Gonzalez (13).

Se localiza en el cerro Maria Tecun, Quiche, Cumbre del Aire, san Francisco el Alto y
Momostenango, Sierra de los Cuchumatanes, Chancol, San Mateo Ixtatan, Huehuetenango,
Volcan Zunil, Montafias del sur-este de Palestina de los Altos, Quetzaltenango, Volcanes

Tajumulco y Tacanda, en San Marcos y Region Serchil.

3.1.2. MICROPROPAGACION

La micropropagaciéon es un medio de multiplicacién en un medio artificial y aséptico que a partir
de pequefias porciones de planta tales como semillas, embriones, tallos, brotes de tallos y de
raices, células y polen, se produce una planta entera (31).

Segun Hartmann y kester (14) el éxito de la micropropagacion varia segun los explantes que se
utilizan y la aplicacion de hormonas apropiadas. Los explantes de punta de tallo se pueden
tomar de segmentos de yemas laterales, que esencialmente son estacas de un solo nudo. Los
explantes de un solo nudo se establecen mediante el alargamiento del meristemo terminal,
acomparfado por un desarrollo limitado de los meristemos axilares. Las fases e multiplicacion
resultan de la suspension del meristemo terminal y de la estimulacion de yemas axilares para
gue crezcan y se alarguen. La division respectiva y la transferencia de propagulos a un nuevo
medio de cultivo conducen a un considerado incremento, pero la cantidad esta limitado por él
namero de yemas axilares presentes en el explante. La produccion de brotes axilares puede ir
acompafada de la proliferaciéon de yemas que se formen en el propagulo. En este caso se
puede obtener tasas de multiplicacion mas elevadas ya que el incremento no depende del
ndamero nudos. La propagacion por punta de tallo se adapta para la propagacion in vitro de casi
cualquier especie de planta, si se conoce la secuencia y el requerimiento de cultivo apropiado.
A menudo este método es mas preferible que otros debido a que tiene menos probabilidad de

producir cambios genéticos.
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A. Ventajas y desventajas de la micropropagacion
Efferson (1987) (8) menciona que la micropropagacion presenta las siguientes ventajas y
desventajas:

a. Ventajas

i. Propagacion acelerada: Es posible tericamente en un afio a partir de una sola planta, un
millén de clones de ella.

ii. Ahorro y ganancia de espacio: En espacio reducido es posible mantener cantidades
considerables de clones que serviran de semilla en el campo, por area disponible. Permite
hacer uso de area vertical, acumulando varios niveles para el efecto.

iii. Ausencia de infecciones y factores climéticos adversos: Debido a las condiciones asépticas
en que se tienen los explantes estan libres de contaminantes, por lo que se cuenta con
material que tiene la capacidad de someterse a pruebas mas rigurosas de cuarentena.

iv. Disponibilidad inmediata y permanente del material: Permite el acceso oportuno a la

micropropagacion en épocas en que las condiciones de campo no son las adecuadas.

b. Desventajas

i. Altos costos de instalacién y mantenimiento del laboratorio.

ii. Necesidad de mantener mano de obra calificada.

iii. Falta de presion de seleccion de los materiales con que se cuenta.

iv. Perdida de variabilidad.

B. Etapas de la micropropagacion

La micropropagacion se realiza en las siguientes etapas:

a. Fase deiniciaciéon:
Esta etapa consiste en aislar el apice vegetativo, esterilizando en forma superficial y luego

colocarlo en un medio de proliferacion.

b. Fase de proliferacién:
En la fase de proliferacion se estimula la formacién y multiplicacion de brotes. El medio de
proliferacion es comunmente inorganico de Murashige y Skoog (1962) con un balance de

concentraciones de citocininas/auxinas.
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La transferencia consiste en tomar el cultivo de brotes y cortarlo con un bisturi en brotes
individuales e introducirlos en un nuevo medio de proliferacién. Asi se puede establecer ciclos
de multiplicaciéon cada 4 a 6 semanas. Este proceso se puede continuar mas 0 menos por un
afo. La taso de multiplicacion varia de 2 a 8 dependiendo de la variedad. Cuando el numero
adquirido esta alcanzando, se separa los brotes en forma individual para subcultivarlas en un

medio apto para la formacion de raices, lo cual forma la segunda etapa, la de regeneracion.

c. Fase deregeneracion

En esta etapa se usa un medio de regeneracion. El mismo medio Murashige y Skoog (1962)
con un balance de concentraciones de citocininas/auxinas especifico para cada planta, el cual
promueve la prolongacién del tallo y la formacién de raices. Esta etapa tiene una duracion de
unos dos meses. En la Udltima transferencia se puede bajar las concentraciones de nutrientes

en el medio Murashige y Skoog y aplicar otra auxina para mejor formacion de raices.

d. Fase de aclimatacion

Las plantas sanas desde un tamafio de 7 cm. con raices bien formadas y con por lo menos tres
hojas verdes se pueden transferir al invernadero para climatizarlas a las condiciones fuera de
laboratorio. Las primeras semanas se introducen las plantas debajo de plastico, manteniendo la
humedad a un 90% y reduciéndola gradualmente hasta completar dos semanas, tiempo a partir
del cual las plantas pueden ser transferidas a un vivero, con condiciones adecuadas de
temperatura y humedad, finalmente las plantas estan listas para ser sembradas en el campo

después de dos meses (31).

C. Factores que influyen en la micropropagacion

a. Medio de cultivo
i. Agua
Es el componente que se encuentra en mayor proporcion en el medio de cultivo. El agua que

se utilice debe de estar destilada y estéril.

ii. Nutricion mineral

La mayoria de medios de cultivo incluyen en su composicién los elementos necesarios
esenciales para las plantas: Nitrégeno (nitrato, nitrito o amonio), Fosforo (fosfato), Potasio
(fosfato de potasio, nitrato de potasio o cloruro de potasio), Magnesio (sulfato de magnesio),

Calcio (cloruro de calcio o nitrato de calcio), Hierro (quelato de hierro), Manganeso (sulfato de
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manganeso), Zinc (sulfato de zinc), Cobre (sulfato de cobre), Cobalto (cloruro de cobalto) y

Boro (4cido borico).

iii. Nutricion orgénica

Vitaminas: Son compuestos organicos que en bajas concentraciones desempefian funciones
reguladoras cataliticas el metabolismo celular. Las vitaminas cominmente utilizadas en medio
de cultivo son: tiamina (B1), Acido Nicético (B3) y piridoxina (B6), de estas solo la tiamina es

indispensable en el medio.

los compuestos organicos son carbohidratos, sustancias reguladoras de crecimiento, vitaminas

aminoacidos y amidas, ciertas purinas y pirimidinas y &cidos organicos.

iv. Componentes naturales

Entre los mas utilizados estan: leche de coco, agua de coco y extractos de levaduras, pulpa de
platano, emulsién de pescado, jugo de naranja, hidrolizado proteico (caseina), jugo de tomate,
etc. En varios casos, estos compuestos inducen a la diferenciacion y la produccién de células y
tejidos eficazmente. Sin embargo, por ser productos complejos, no son estables ni

homogéneos, es mejor evitar su uso sobre todo en trabajos de investigacion.

v. Otros componentes

Fuentes de carbono y energia: Al extraer parte de la planta y cultivarla in vitro las células no
son fotosintéticamente activas y necesitan carbohidratos para su crecimiento y desarrollo, los
azucares ademas estan involucradas en los procesos de diferenciacion celular favoreciendo la
formacion de elementos vasculares y de la clorofila, tienen influencia también sobre la
organogenesis.

Los carbohidratos mas utilizados son: Sacarosa, glucosa y fructosa en los niveles de 2 al 55 %
(p/v).

El azlcar es purificado con acetato, para precipitar impurezas y puede contener alto nivel de
zinc que es toxico para el tejido. La glucosa y la fructuosa deben de ser esterilizadas en frio, a

través de filtro.
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vi. Agentes gelificantes para solidificar el medio de cultivo

Agar: Como un gelificante del medio de cultivo, el agar se utiliza mas que otros agentes. Sin
embargo, no se puede usar uno de muy baja calidad como los que ofrece el mercado, ya que
este es impuro y puede inhibir el crecimiento de las vitroplantas. Por consiguiente, de debe
utilizar uno con alto grado de pureza. Normalmente, se adiciona entre 0.6 al 1 % al medio de

cultivo

vii. pH (potencial del ion Hidrogeno)

El pH debe de ser el que no altere la funcidon de las membranas celulares o el sistema buffer
del citoplasma. Sus funciones en la regulacion fisiolégica importantes son: condiciona las sales
gue permanecen en forma soluble, influye en la asimilacion de nutrientes del medio de cultivo y
modifica la gelificacion del agar. El crecimiento del tejido in vitro en medio liquido es positivo a
pH 5.0. En medios gelificados con agar, el pH debe de ser ajustado a 5.8 con Hidroxido de

sodio 1 6 0.1 N. El pH varia conforme avanza el periodo de incubacion.

viii. Contaminacion

La contaminacion provoca cuantiosas pérdidas en la micropropagacion masiva y hace
ineficiente econémicamente algunos procesos. La contaminacion en cultivo de tejidos puede
originarse de dos fuentes: Externos o internos. Los primeros llamados exégenos, se
encuentran en todas partes. Las esporas de estos organismos se mueven en las corrientes de
aire, sobre particulas de polvo. Los microorganismos, sistémicos o endogenos, son los que se
encuentran en el interior del tejido del explante, ya sea en espacios intercelulares o

intracelulares.

ix. Esterilizacion del medio de cultivo

El medio de cultivo es generalmente esterilizado en el autoclave a 121°C y 1.05 kilogramos por
centimetro cuadrado de presion. El tiempo requerido para la esterilizacion depende del
volumen del medio en el recipiente. A continuacibn se presenta el tiempo minimo de

autoclavado de acuerdo al volumen de medio de cultivo (30).
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Cuadro 1. Tiempo minimo requerido para la esterilizacion de diferentes.

volimenes de medio de cultivo.

Volumen del medio por recipiente Tiempo minimo de autoclavado
(ml) (min)
25 20
50 25
100 28
250 31
500 35
1000 40
2000 48
4000 63

Fuente: Catalogue plant cell culture, SIGMA
La contaminacion bacterial y por hongo es detrimental en el cultivo de tejidos, los explantes
son esterilizados en soluciones desinfectantes. Las concentraciones y tiempo para exposicion

de los desinfectantes utilizados se describe en el cuadro 2.

Cuadro 2. Desinfectantes comunmente utilizados en cultivo de tejidos de plantas.

Desinfectante Concentracién (%) Tiempo de exposicion (min.)
Hipoclorito de calcio 9-10 5-30
Hipoclorito de sodio 0.55-5 -30

Agua oxigenada 3-12 5-15
Alcohol etilico 70-95 5-15
Nitrato de plata 1 5-30

Cloruro de mercurio 0.1-1 2-10

Fuente: Catalogue plant cell culture, SIGMA

D. Oxidacién

Segun Muller L. & A. Krikorian (1385), citado por Cambara (1), La oxidacion es una reaccion
originada por un grupo de sustancias aromaticas llamadas fenoles que son derivados del
benceno, las cuales son muy frecuentes en el reino vegetal en forma de éteres y glucésidos,
algunos son de olor agradable, pero otros al oxidarse provocan un fenémeno en el que forman
frecuentemente compuestos oscuros con propiedades antisépticas que como consecuencia

pueden impedir en el cultivo in vitro el desarrollo del explante.
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La oxidacion de los cultivos in vitro es causada por la liberacion de fenoles al medio de cultivo,
gue reacciona con el oxigeno del frasco y producen coloraciones rojas, amarillas y en casos
avanzados café oscuro. Estos compuestos fenolicos son exudados por la herida del tejido
dentro del medio, a la vez son atrapados por el agar y acumulados formando un area negra

alrededor del explante, resultando la inhibicion del crecimiento.

El fendmeno de oxidacion se observa especialmente en explantes viejos después de cultivarlos
por un largo tiempo, formandose materia organica alrededor del explante y el medio de cultivo
se torna café oscuro. Algunas especies tienen tendencia de oxidacién desde el inicio del
cultivo, ocurriendo necrosis o inhibicion del crecimiento. La toxicidad por oxidacion se cree

gue ocurre a través de algun complejo quimico de fenol organico metabdlico.

a. antioxidantes

Muller L. & A. Krikorian (1385), citado por Cambara (1), indican que los antioxidantes son

sustancias que se usan durante la preparacion de los explantes o que se adicionan al medio

para evitar o reducir la oxidacion de ciertos compuestos, especialmente derivados de fenoles o

polifenoles, que pueden afectar el desarrollo de los explantes.

Lee, citado por Lopez Morales (17) hace las siguientes propuestas para impedir el

ennegrecimiento de los explantes.

e Utilizar pilivinylpirrolidona (PVP).

e Modificar el potencial redox, a través de agentes reductores o con menor disponibilidad de
oxigeno.

e Inactivando las enzimas fenolasas.

e EI control mas efectivo, son los subcultivos frecuentes y la eliminacion de tejidos que se

encuentran casi muertos y por lo general se localizan en la base de los brotes.

Ken Okave (22), sugiere los siguientes pasos para evitar el fendmeno de oxidacion.

I Aplicar absorbente de materia organica metabdlica

Carbon activo: Es comun aplicar al medio porgue el mismo no es toxico. Tedricamente se le
puede aplicar en cualquier cantidad. Esta sustancia tiene la capacidad de absorber cualquier
compuesto quimico pero inhibe el funcionamiento de las fitohormonas. Por esta razon
normalmente se aplica dentro del rango de 0.6 a 10.0 g/l aplicAndose antes de calibrar el pH,

ya que lo aumenta.
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Pilivinylpirrolidona (PVP): la absorcién de esta sustancia quimica es mas limitada, debido a
tanto complejo de fenol. La pilivinylpirrolidona tiene varios tamafios moleculares y se disuelve
bien en alcohol etilico, sin embargo algunas veces inhibe el crecimiento. Ademas no se
disuelve en el medio y no es comun en el mercado. Generalmente se aplica en el rango de 0.1
a 1%.

ii. Aplicar inhibidor de oxidacion

Acido ascérbico (vitamina C): Esta vitamina inhibe la oxidacion. Actia reduciendo el
complejo fendlico. Generalmente se mezcla con varias vitaminas. Algunas veces reduce la
velocidad de crecimiento por mayor funcionamiento de antioxidacion. Normalmente se aplica
en el rango de 0.2 a 10 mg/L.

Hidroxiquinolina (8HQ hemisulfatado): Este reactivo inhibe eficientemente la oxidacién por
fenoles. Tiene caracteristicas establecidas y una toxicidad leve. Sin embargo, algunas veces
reacciona con iones de metal y causa precipitaciones de complejos metalicos. Se aplica en
rango de 10 a 100 mg/l.

L-cisteina: Es un aminoacido. En una solucién neutral o poca bésica o alcalina se oxida a
cistina por medio del aire, con una solucion acida no se oxida tan facilmente. Se disuelve en

agua, acido acetico, es insoluble en éter, acetona, benceno, carbon bisulfito

Segun Cambara (1) se pueden utilizar otros tipos de antioxidantes para prevenir la oxidacion:
Acido citrico: Es un é&cido tricarboxilo muy comin en las plantas, especialmente frutos; es
utilizado en la preparacion de explantes y medios, es uno de los compuestos claves del ciclo de
Krebs (ciclo de los acidos).

Reactivo de Cleland: Es utilizado para retardar la oxidacion, especialmente de grupos _SH
reduce disulfidos cuantitativamente, es sindnimo de Citiotreitol o DTT, Merk Index (20), OKabe
(22).

E. Desinfectacion de materiales vegetales

Segun Ken Okabe (22), algunos materiales estan cubiertos alrededor del meristemo por
resinas donde no es efectivo el desinfectante. En estos casos solo se puede aislar un
meristemo hasta que se obtenga alguno que no este contaminado. Se puede modificar la forma
de desinfeccién para que mejore la tasa de sobrevivencia, agregando por ejemplo:

Alcohol al 70% (30segundos) mas hipoclorito de sodio al 1% (10 minutos) 6 hipoclorito de sodio
al 3% mas Tween 20 (5 minutos) y finalmente se enjuague tres veces con agua esterilizada

durante 5 minutos cada vez, 6 Alcohol al 70%/30 segundos, mas 25 ppm de PCNB
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(pentacloronitrobenceno) mas 500 ppm de penicilina G (30 minutos) luego hipoclorito de sodio

al 3% mas tween 20 (5 minutos) y por ultimo enjuague tres veces con agua esterilizada (5

minutos cada vez).

En lugar de hipoclorito de sodio al 3% se puede cambiar a hipoclorito de calcio al 7%. No es

necesario utilizar siempre hipoclorito de sodio.

F. Condiciones de laboratorio

Temperatura: las exigencias de temperatura para el desenvolvimiento de la planta en
condiciones naturales deben ser consideradas como punto de partida para establecer un
cultivo in vitro.

lluminacion: la luz es requerida para la fotosintesis de los explantes verdes cultivados in
vitro. Ademas la luz es indispensable para regular ciertos procesos morfoldgicos,
considerandose tres factores de importancia:

Fotoperiodo: las plantas requieres un fotoperiodo constante segun sus necesidades
fisiolégicas; por lo tanto, se debe mantener un tiempo apropiado para cada especie de
planta normalmente, las vitoplantas se colocan por 123 horas bajo iluminacion, y luego el
mismo tiempo bajo oscuridad durante un dia.

Intensidad luminica: bajo iluminacion suficiente, las plantas crecen fuertes, con poca
altura pero con hojas bien desarrolladas. Mientras tanto, con poca iluminacién, crecen
débiles, con hojas pequefias y anormales. Sin embargo no se recomienda una iluminacion
excesiva, puesto que emite mucho calor, lo cual es negativo para el crecimiento de la
plantas. Normalmente, lo mejor es una iluminacion de 1000 a 3000 lux, segun la especie
vegetal.

Longitud de onda de luz: influye en la division celular y el la diferenciacion de 6rganos. En
micropropagacion la calidad del espectro de luz parece influenciar los procesos
morfogenéticos.

Aireacion: normalmente las plantas producen oxigeno a través de la asimilacion de
bioxido de carbono y realizan la fotosintesis; las vitoplantas, debido a las condiciones en
gue se encuentran, no realizan eficientemente ese proceso. Ademas hay posibilidades de
gue se forme el gas etileno que inhibe la diferenciacién y promueve la callosidad. Por
consiguiente, es necesario que se mantenga oxigeno, lo cual se puede lograr sin cerrar

herméticamente los recipientes de cultivo, Okabe (22).
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d. Procesos defectuosos en el laboratorio: Lépez (17), indica que si algun procedimiento
es realizado defectuosamente es probable que incida en consecuencias negativas en el
cultivo de tejidos, como puede ser el caso de:

e Fallas en la esterilizacién del medio de cultivo e instrumentos de diseccion.
e Fallas en la desinfeccidn superficial aplicada al material vegetal a trabajar.
e Fallas en condiciones asépticas de la cAmara de transferencia.

e Fallas de refrigeracion y/o ventilacion en el cuarto de incubacion.

e. Vitrificacién: la vitrificacion es el fendmeno fisiol6gico que puede causar serios dafios, en
la fase de multiplicacion, consiste en el aumento potencial hidrico de las células que causa
el envejecimiento de los tejidos y los vuelve quebradizos. Este defecto, afecta la fotosintesis
y el intercambio de gases por las hojas y mas tarde impide el establecimiento ex vitro de

plantas micropropagadas.

G. Reguladores de crecimiento

a. Auxinas
Auxinas sintéticas empleadas
El acido indolacético (AlA): es capaz de producir alargamiento celular y promueve la division
celular.
Acido diclorofenoxiacético (2,4-D): se utiliza sobre todo para la formacion del callo. Presenta
el inconveniente de producir cambios genéticos importantes.
Acido indol-3- butirico (AIB): es uno de los reguladores mas empleados. Se utiliza para la
induccién de raices. También se emplea en bajas concentraciones en la fase de multiplicacion.
Acido naftalenacético (ANA): regulador utilizado frecuentemente para promover la
organogénesis celular.1
Picloram: este tipo de regulador es utilizado recientemente para la induccion de callo en lugar
del 2,4-D.
Las auxinas difieren en su actividad fisiol6gica, en su desplazamiento dentro de los tejidos, en
su metabolismo y en su conjugacion.
La escogencia de una auxina y su concentracion en el medio va depender de:

= Clase de crecimiento y desarrollo necesario.

= Niveles naturales dentro del explante.

= Capacidad de los tejidos de sintetizar auxina naturalmente.

= La interaccion entre auxinas sintéticas y auxinas naturales endogenas.
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i. Acido indolacético (AIA)
Es una auxina natural, que se utiliza para promover division celular y la diferenciacion de las
raices su punto Optimo de aplicacion es de 0.1ppm. a 1 ppm. La férmula quimica de este

regulador de crecimiento es C;o0HgKNO».

Funcionamiento

Las auxinas actuan en tres fendmenos: alargamiento celular, intercambio de la respiracion y del
metabolismo energético, cambio en el tipo de ARN. Las enzimas y proteinas son la base de
muchos efectos auxinicos que son los mas notables a primera vista y los mas importantes en la
agricultura. Las auxinas estimulan el crecimiento de tallos y hojas pero en concentraciones

deferentes. En la raiz su efecto es inhibitorio a excepcidén de concentraciones muy bajas.

Modo de accién

Las auxinas parecen tener dos efectos en el proceso de alargamiento celular; aumenta la
plasticidad de la pared celular y participa directa o indirectamente en las reacciones mediante
las cuales se depositan nuevas moléculas de células dentro de las paredes; sin embargo el
efecto de la auxinas en el desarrollo de la pared celular se considera en la actualidad no como
un efecto directo sino como una posible reaccion final de un proceso metabdlico condicionado

o regulado por la hormona.

Efecto sobre los cultivos in vitro

Las auxinas son necesarias para inducir la formacién de callo. 2,4-D y el Picloram, son las
auxinas utilizadas con mas frecuencia, para este proposito.

Para la induccién de callo en dicotiledoneas se utilizan concentraciones entre 1 ppm. y 3 ppm.
En el caso de las monocotiledéneas las concentraciones son mas altas 2 ppm. a 10 ppm.
Otros efectos producidos en los explantes son inhibir la formacion de clorofila, inducir la
formacion de embriones y participar en la formacion de tallos y raices, no obstante en este
ultimo proceso es dependiente de la interaccidon auxina/citocinina. Durante la multiplicacién de
tallos, bajas concentraciones de auxina son usadas con altos niveles de citocininas. Las
auxinas son también indispensables para promover el crecimiento inicial de meristemos y

apices.

Fijacién de auxinas
Las auxinas agregadas en medios de cultivo pueden ser absorbidas por sitios de fijacion en los

tejidos y ser liberadas solo posteriormente, como por ejemplo se ha transferido explante a un
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nuevo medio que no contiene auxina. Esto constituye un problema a la hora que se quiere
reducir la auxina para inducir procesos morfogenéticos. El grado de fijacion y liberacion varia

segun el genotipo y la auxina utilizada.

Regulacion de niveles endégenos

La capacidad potencial de diferenciacion, division y morfogénesis, depende no solo de la
concentracion de la auxina sino también del nivel endégeno del mismo en la planta y la
interaccién entre estas dos fuentes.

La regulacién de niveles enddgenos ocurre por la variacion natural de su biosintesis y su
metabolismo. Los tejidos meristematicos y tejidos juveniles presentan naturalmente altos
niveles de inhibidores de la peroxidasa. Se ha observado que los fenoles y sus derivados son
inhibidores de las enzimas oxidativas. Al agregar estos compuestos al medio, estimula el
crecimiento de callo y la formacion de raices. Los compuestos mas utilizados in vitro son el

Phloroglucinol, el catechol y el acido clorogénico.

Biosintesis de la auxinas

El aumento de la sintesis de AIA es consecuencia del enriquecimiento el medio con el
aminodcido triptéfano que se convierte en AlA. Las vias de sintesis de AIA se basan en la
evidencia obtenida a partir de la presencia de intermediarios y su actividad bioldgica y el
aislamiento de enzimas capaces de convertir in vitro estos intermediarios en AlA. Asi se ha
podido establecer cuatro vias de biosintesis: via el acido indolpiruvico, via de la triptamina, via

de la indolacetoxina y via del triptofol.

Antiauxinas
La primera molécula en que se detecto accion antiauxinica fue la de acido fenilbutirico. Sin
embargo la molécula, que mas cerca esta del prototipo de antiauxina es el acido 2,4 —

Diclorofenoxi isobutirico.

Efecto toxico de las auxinas

La aplicacion de auxinas en concentraciones relativamente altas, producen como resultado la
aparicion de deformaciones de crecimiento las plantas, tales como distorsiones en las hojas,
tallos, raices, decoloracién de las hojas, inhibicion del alargamiento del tallo o las raices y la

apertura floral, asi como la formacion de tumores.
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A continuacion se presenta la estructura quimica de algunas auxinas que son utilizadas
frecuentemente en el cultivo de tejidos in vitro con el fin de la induccion de desdiferenciacion

celular (6).

CH3 COOH

Figura 7. Estructura molecular del acido naftalenacético.
(Tomado de Hurtado, DV.; Merino, ME.1387, ref. (16))

OCH,COOH

Ci Ct

Figura 8. Estructura molecular del acido diclorofenoxiacético.
(Tomado Hurtado, DV.; Merino, ME.1387, ref. (16))

b. Citocininas

Las citocininas son derivadas de la adenina y tienen un papel fundamental en la diferenciacién
y regeneracién de la plantas en la mayoria de las especies. Inducen la divisién celular,
proliferacion y morfogénesis de la parte aérea. Las citocininas mas utilizadas en el cultivo de
tejidos son:

Bencilaminopurina: estimula proliferacion de yemas axilares.

Zeatina: promueve el crecimiento del tallo.

Cinetina: en papa es la Unica sustancia que con un acido giberélico inducen la proliferacion de

tallo.
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I Bencilaminopurina (BAP)

La 6-bencilaminopurina es una aminopurina, derivada de la adenina. Su formula quimica es
C12H11Ns. pertenece al grupo de la citocininas, las cuales estimulan la division celular y la
citocinesis, su punto optimo esta alrededor de 0.03 ppm. a 30 ppm. La cinetina y zeatina son
considerados termoestables, una vez que ningun producto de su descomposicion fue

observado después de ser autoclavadas a 120°C durante una hora.

Actividad biologica

El efecto de las citocininas es mas notable en cultivo de tejidos donde son usadas con auxinas,
estimulando la divisién celular y controlando la morfogénesis. La primera citocinina descubierta
fue la cinetina, la cromatografia de etanol soluble de fraccién de extracto de levadura indicaron
gue esta sustancia fue una purina, otro origen de ocurrencia natural de purina fue examinado

por la habilidad de promover continuos callos.

Modo de accion

Su efecto es igual al de las condiciones normales naturales. Su accion ocurre durante la mitosis
aumentando la cantidad de ADN y estimulando la sintesis de las proteinas. In vitro inhibe las
auxinas-oxidasas. Esta también implicado en el metabolismo de los carbohidratos, en la
actividad enziméatica de las vias glucoliticas y oxidativa de las pentosas fosfato. Las citocininas
estan presentes en la transferencia molecular de ARN, pero todavia no se tiene certeza.

Especificidad de accion
La accion de la citocininas es dependiente de la luz. El efecto citocininico varia segun el
compuesto utilizado y el tipo de cultivo.

Efecto en cultivo de tejidos

Las citocininas parecen ser necesarias en la division celular. En el medio donde la citocina es
limitada, la division celular puede detenerse en un estado de ciclo celular. En subcultivos de
tejidos dentro del medio que contiene citocinina, puede causar la division celular sincronizada
después de un retrasado periodo. Los tejidos de callos en donde la division celular se produce
fuera de las adicion de citocininas, son capaces de producir sus propios reguladores de

crecimiento natural.
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La proliferacion de callos en tejidos de plantas dicotiledoneas es usual, aunque requiere de la
presencia de auxinas y citocininas en el medio. Las citocininas son muy efectivas para
promover directa o indirectamente la iniciacién de los brotes y al ser agregados al medio, forma
brotes en una superficie meristematica y raices producidas en callos. Un balance entre auxinas

y citocininas, normalmente dan la mas efectiva érganogénesis.

La formacion de brotes adventicios, es regulada por una interaccion entre auxinas y citocininas.
Las citocininas pueden promover el crecimiento de las raices o la formacion de raices

adventicias en ausencia de auxinas.

Las bajas concentraciones de citocininas (entre 0.5u.m — 2.5u.m) agregadas al medio induce la
formacion de callo embriogénetico, especialmente en especies de hoja ancha. La presencia de
citocininas enddgenas, puede ser también responsable de la inhabilidad para obtener

embriogénesis en algunos genotipos.

Biosintesis de las citocininas
Las citocininas se sintetizan cominmente en los apices radicales, la ruta de biosintesis es
desconocida hoy en dia, sin embargo se tienen datos que indican que ésta se produce por la

isopentenilacién de la adenina monofosfato (AMP) o por la degradacion de la molécula ARNt.

A continuacién se presenta la estructura quimica de algunas citocininas sintéticas.

Figura 9. Estructura molecular de la Adenina
(Tomado de Hurtado, DV.; Merino, ME.1387, ref. (16))
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Figura 10. Estructura molecular de la Bencilaminopurina
(Tomado de Hurtado, DV.; Merino, ME.1387, ref. (16))
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Figura 11. Estructura molecular de la 2-isopentenil-adenina
(Tomado de Hurtado, DV.; Merino, ME.1987, ref. (16))

Interaccién auxina - citocinina

Muchos efectos de la diferenciacion celular y o6rganogénesis son controlados por esta

interaccidon como se ilustra a continuacion.

AUXINA CITOCININA

FORMACION DE RAICES
EMBRIOGENESIS

RAICES ADVENTICIAS
EN CALLO

INICIACION DEL CALLO

FORMACION DE TALLOS
ADVENTICIOS

PROLIFERACION DE
TALLOS ADVENTICIOS

Figura 12. Efecto de la interaccion Auxina-citocinina en cultivo de tejidos
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Sin embargo no siempre se tienen los resultados. En las monocotileddneas, el callo es inducido
por altos niveles de auxinas sin necesidad de aportar citocinina. En estos callos la
organogénesis es promovida al transferir los cultivos a un medio sin reguladores, no obstante
en general es necesario un balance entre la auxinas y citocininas para la formacion de tallos

adventicios y meristemos radicales (6).

c. Giberelinas

Son compuestos que estimulan la division y la prolongacion celular. Existen mas de 71
giberelinas hasta el momento y su nimero va en aumento, todas las giberelinas tienen la
misma estructura quimica, el ent-gibereleno y diferenciandose unas de otras Unicamente por

las caracteristicas de los grupos laterales (-CHs; -CH,OH;-CHO, etc.).

i. Acido giberélico: las giberelinas son compuestos que tienen esqueleto gigante y estimulas
la division celular o la prolongacion de células o ambas. Las giberelinas pueden provocar un
aumento sorprendente en la prolongacion de los brotes de muchas especies vegetales, su
actividad biolégica es muy variada principalmente en el crecimiento, pues pueden producir una
elongacion extraordinaria 0 enanos genéticos. Las giberelinas aumentan incrementan la
produccion de auxinas, su punto 6ptimo esta alrededor de 0.1 pmm a 1 ppm valores mayores

de 1 ppm. producen toxicidad. La férmula quimica de la giberelinas es C;9H2,0s.

A continuacion se presenta la estructura quimica de una giberelina.

i
7 TN

M

MU e OH
|

A‘lb O \CH

1

Figura 13. Estructura molecular del acido giberélico
(Tomado de Hurtado, DV.; Merino, ME.1987, ref. (16))

Efectos fisioldgicos de las giberelinas

Los efectos fisioldgicos de las giberelinas son: alargamiento de entre nudos, en plantas enteras
estimula la floracion, el crecimiento de hojas, de frutos, la germinacién y la brotacion de yemas,
sus efectos son debidos a la estimulacion de enzimas especificas 0 a cambios en

disponibilidad de auxina endbgena.
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Efecto en los cultivos in vitro

Previene la induccién de tallos y raices, esta inhibicién no es irreversible, pero persiste por mas
de 2 a 3 subcultivos, inhibe la formacion de somaticos, tiene poco o ningun efecto en la
diferenciacion de células, estimula el crecimiento y desarrollo en organos preformados.
Generalmente impide la formacién de raices. En el cultivo de apices, estimula el crecimiento y
Su presencia es generalmente critica para permitir la elongacion de los tallos formados, curso

de cultivo de tejidos (6).

H. Tipos de cultivo in vitro

a. Cultivo de plantulas
las plantulas son obtenidas a partir del cultivo de semillas.

b. Cultivo de embriones

En un ambiente aséptico se extirpa el embridn de la semilla y se coloca en un medio estéril. En
la medida que el embridn crece, sus requerimientos de alimentos se reducen. Eso quiere decir
gue el medio en el que se coloque el embrion serd modificado durante el crecimiento. Los
embriones se desarrollan en agar con relativo éxito, se llenan los tubos de ensayo hasta la
mitad, se coloca el embrion en la superficie y se tapa el tubo. Debe de mantenerse serrado y a
temperatura ambiente con luz difusa. Una vez que las raices y los brotes crecen, pueden

trasplantarse.

c. Cultivo de 6rganos

i. Organogénesis directa

Tallos, raices son regenerados directamente del tejido puesto en cultivo, sin pasar por la
formacion previa de callo. Los tallos asi formados pueden ser divididos y utilizados como fuente

de explantes.

Polen, capullos de flor sin abrir son esterilizados. Luego se abre y se seccionan las anteras,
estas son colocadas en un erlenmeyer conteniendo un medio inorganico con vitamina A, By C,

ademas hierro.

Punta de brote. Este sistema es utilizado para obtener clones libres de agentes patdgenos
especialmente para aquellas plantas tan propensas al ataque de hongos, como por ejemplo el

clavel, crisantemo, ajo, papa, frutilla, dalia, fresilla, gladiolos y orquideas. Consiste en cortar el
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meristemo apical y las dos primeras insinuaciones de hojas de los brotes y ubicarlos en un
medio estéril de tal forma que les permita formar raices. El meristemo no es capaz de formar
raices, al menos que haya una o dos formaciones inferiores que luego serian las hojas. Para
extirpar el meristemo deben quitarse las hojas que lo cubren, luego se secciona con un
escarpelo esterilizado haciendo un corte en forma de V. La parte seccionada debe de tener
aproximadamente 0.5 mm.

Agregando sales inorganicas y azucares se logran mejores resultados.

ii. Organogénesis indirecta

Todas las partes de una planta son tejidos, pero en este caso se trata de tejido extirpado de
una raiz o de la seccion vascular de un tallo (epidermis o cambium).

La intensidad de luz y los estimuladores o retardadores de crecimiento que se utilicen. Las
formas de efectuar la escisiones de tejido son las siguientes: de una raiz carnosa cortada
longitudinalmente se cortan circulos transversales que serian plantados en una solucion de
agar.

De un tallo carnoso aun no lefioso se cortan en porciones de 15 cm. de largo, se remueven las
hojas y se desinfecta con una solucién de alcohol al 95%, luego se cortan estos trozos en
secciones de 5 cm. y los cilindros del tallo interno son extirpados, cortados transversalmente en
discos y plantados.

De las plantas lefiosas pueden obtenerse micropropagacién partiendo de tallos lefiosos en
secciones de 1 a 1.5 cm. que son sumergidos de 10 a 15 cm. en hipoclorito de sodio y luego
enjaguados en agua esterilizada. Los extremos son eliminados y el segmento restante es
cortado en discos y plantados. En el caso de tallos lefiosos se puede cortar longitudinalmente

en el lugar de discos y en ese caso la parte que tocara el medio sera la no cortada.

d. Cultivo de células
Se utiliza el mismo método de cultivo de tejidos, pero se parte de una misma célula que por

division celular llega a formar una planta.

e. Cultivo de protoplastos
Es el cultivo de células separadas de su pared celular, FAUSAC (31).
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3.2. MARCO REFERENCIAL
3.2.1. Ubicacién del experimento
La investigacién se realiz6 en el Laboratorio de cultivo de tejidos de la Subarea de Manejo y

mejoramiento de Plantas, Facultad de Agronomia, Universidad de San Carlos.

Condiciones ambientales
Las unidades experimentales se colocaron en la camara de cultivo, en la cual existian las
siguientes condiciones:

a. 16 horas luz y 8 horas de oscuridad

b. Temperatura 25°C, con una oscilacion de 1°C

c. Intensidad de luz 2000 Lux

3.2.2. Ubicacion del &rea en donde se recolecto el material vegetal a utilizar

A. Localizacién

La finca Panimachabac se encuentra en el municipio de Tecpan, del departamento de
Chimaltenango. De la ciudad capital, conduciéndose a la finca Panimachabac, se llega por la
carretera interamericana CA-1 en donde a la altura del kildmetro 93.5 se toma él desvié que
conduce a las aldeas Chajalajya, Panimachabac, paquip y otras comunidades y caserios.
Latitud N 14° 50'16” y longitud 90° 59'10".

B. Clima, suelos y zona de vida

Segun Holdridge (15) la zona de vida es montano bajo muy himedo (mbmh). Los suelos de
esta region se clasifican como suelos de la serie Totonicapdn en la clasificacion de
reconocimiento de los suelos de la republica de Guatemala de Simmons, Tarano y Pinto 1959
(27). Elevacion que va de los 2300 msnm a los 2850 msnm. Precipitaciones promedio anual
gue van de los 1700 mm a 2200 mm. Temperatura predominante anual promedio es de 14°C a
16°C.

3.2.3. Estudios realizados
A. En mayo de 1,979, Juan Humberto Gonzélez Martinez (13) realiz6 el trabajo de tesis
titulado “Caracterizacion Ecoldgica de las Comunidades de Pinabete (Abies guatemalensis

Rehder) en Guatemala”. Los objetivos del estudio fueron analizar la composicion vegetal y
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estructura de diez bosques donde el pinabete es uno de los componentes, atendiendo las

condiciones edafoclimaticas en donde se desarrolla y la dinAmica de dichos bosques.

. En Julio de 1989, La Direccién General de Bosques y Vida Silvestre (DIGEBOS) (7) publicé
el documento denominado “El pinabete (Abies guatemalensis), su produccién para arbol de
navidad”. Preparado por el técnico Ramon Pefialonzo y José Rolando Zanotti Técnico
Forestal de AID; con el propoésito de ilustrar en forma sencilla y clara las técnicas de

produccién y manejo de esta especie.

. En agosto de 1,989, Guillermo Rene Garcia Rodriguez (9) realizé el trabajo de tesis
titulado “Respuesta de la semilla de tres especies forestales (Abies guatemalensis Rehder,
Tectona grandis Linneo y Junglans guatemalensis Manning) a varios tratamientos
pregerminativos”. El objetivo fue determinar el mejor tratamiento pregerminativo para
inducir la germinacion. ElI mejor resultado para el Pinabete fue el tratamiento de
estratificacion en arena hiimeda a 4°C durante 30 dias, secado por un dia y estratificando
nuevamente por 109 dias.

. En Mayo de 1993 Walter Estuardo Garcia Tello (10) realizé el trabajo de Tesis “Estudio de
la respuesta del Pinabete (Abies guatemalensis Rehder) a su reproduccién vegetativa in
vitro utilizando dos medios de cultivo, dos explantes y seis combinaciones hormonales”
concluyendo que los mejores tratamientos para la formacion de callos y brotes fueron: El
explante yema terminal de ramilla, sembrado en el medio Murashige y Sook modificado,
suplementado con 10mM. de ANAy 50 mM de BA.; El explante yema terminal de ramilla,
sembrado en el medio Murashige y Skoog modificado suplementado con 105 mM. de ANA.
y 50 mM de BAP.

. Noviembre 1999 Silvia Patricia Valdez Orellana (32), realizé el trabajo de tesis “Efecto de la
temperatura, radiacidén, sustratos y reguladores de crecimiento en la germinacion de
semillas de pinabete (Abies guatemalensis Rehder). Concluyendo que la aplicacion de la
temperatura de 22°C en el dia y 14°C por la noche, mostro el mayor efecto en el porcentaje
de germinacion y que las giberalinas aplicadas en 200 ppm aumentan el porcentaje de

germinacion. El sustrato y la radiacion no mostraron efecto alguno.

. En el 2001 Oswaldo E. Macz (18) en la Universidad Rafael Landivar realiz6 la siguiente

investigacion “Estudio del comportamiento del pinabete (Abies guatemalensis Rehder) a la
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produccion meristematica in vitro” concluyendo que el medio mas apropiado para promover
el establecimiento y crecimiento de explantes de pinabete es el medio Woody Plant
Médium (WPM) modificado con 3 mg/L de GAz, Img/L de ANA y 1 mg/L de BA. El medio

Murashige & Skoog modificado no dio resultados positivos en el presente estudio.

3.2.4. Estudios realizados de propagacion in vitro en otras especies de la familia
Pinaceae

A. George, EF.; Puttock, DJ.; George, HJ, (12) realizaron estudios en Pinus palustris
obteniendo raices y diferenciacion de brotes en el medio de Sommer et al. (1975) a partir
de embriones disectados, utilizando 20g/L de sacarosa, 7g/L de agar, pH 5.7-5.8, y una
combinacion hormonal de 2mg/L de NAA y 5mg/L de BAP, en otro de sus trabajos
publicados obtuvieron iniciacion directa de yemas de brote en el medio Renfroe y Berlyn
(Ver cuadro 9A) utilizando como tejido inicial embriones cigoticos de Pinus taeda, utilizando
30g/L de sacarosa, 8g/L de agar, pH 5.6-5.7 y 3mg/L de BAP.

B. Monterrojo, E.; y colaboradores (21) realizaron el estudio titulado Regeneracion in vitro de
Abies religiosa (Kunth). & Cham utilizando embriones cigoticos recolectados en
poblaciones naturales. Obteniendo en un amplio rango de tratamientos desarrollo de
brotes, con el mayor porcentaje en el medio Woody Plant Médium (WPM) con

Bencilaminopurina (3a 5 mg/L) y 2, 4-D (0.1 a 1 mg/L).

C. Gebauer, M; y colaboradores (11) realizaron el estudio titulado Implementacion de un
Sistema de Regeneracion de Pinus radiata a través del proceso de embriogénesis
somatica induciendo embriones cigoticos a formar masa embriogénica en medio Luza &
Polito 1985 (LP) modificado; posteriormente  indujeron en la masa embriogénica
diferenciaciéon a proembriones en medio Mohan Ram & Doré Swamy (MD) mas 15 mg/L de
ABA, y con la adiciébn de &cido abscisico y glutamina lograron la germinacién de

embriones somaticos maduros.

D. Sanchez Espinosa, A. C.; y colaboradores (26) realizaron el estudio titulado Comparacion
de la respuesta morfogenética in vitro de cuatro diferentes poblaciones de Picea abies.
Sembrando embriones maduros obtuvo brotes en el medio Schenk y Hildebrandt (SH)
mas Kinetina 5 mg/L y posteriormente logré enraizamiento de los brotes en el medio Root

Induction Médium (RIM) més 1mg/L de &cido Naftalenacético.
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4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL
Establecer un procedimiento metodoldgico apropiado para la propagacion in vitro de

pinabete (Abies guatemalensis Rehder).

4.2 ESPECIFICOS
A. Evaluar la respuesta de los apices de brote del pinabete (Abies guatemalensis Rehder) a
la utilizacion de tres tipos de antioxidantes.
B. Evaluar la respuesta del pinabete a la inducciéon de brotes adventicios mediante el
cultivo de apices.
C. Evaluar la respuesta del pinabete a la induccion de callo mediante el cultivo de apices.

D. Evaluar la respuesta del pinabete al crecimiento por alargamiento en los apices.
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5. HIPOTESIS

5.1 El pinabete (Abies guatemalensis Rehder.) responde a la formacion de brotes adventicios,
en el proceso de reproduccion vegetativa utilizando la técnica de cultivo de tejidos.

5.2 El pinabete (Abies guatemalensis Rehder.) responde a la formacion callo, en el proceso
de reproduccion vegetativa utilizando la técnica de cultivo de tejidos.

5.3 El pinabete (Abies guatemalensis Rehder.) responde al crecimiento por elongacién, en el
proceso de reproduccién vegetativa utilizando la técnica de cultivo de tejidos.

6. METODOLOGIA

6.1Preparacion de medios de cultivo

6.1.1 Preparacion de las soluciones patron

Se hicieron soluciones patron para cada uno de los grupos que conforman el medio WPM, esto

se realiz6 con la finalidad de ahorrarse pasos para la elaboracién del medio mencionado.

A. Solucién patrén de macronutrientes
Partiendo de la afinidad de componentes, se dividi6 en macronutrientes A y macronutrientes B.
Se prepararon 100 ml de cada uno, para esto se llené un beaker de 200 ml Se agregé 50 ml

de agua destilada, luego se agregaron los componentes descritos en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Macronutrientes necesarios para preparar una solucién patron

Sustancia WPM (mg/l) | Cant/vol. des. | Concentracion

Macronutrientes A

NH4sNO3 40 0.4g9/200m|

MgS0O.4.7H0 37 0.37 g/100ml 100X
KH2PO4 17 0.17 g/100ml

K>SOy 99 0.99 g/100ml

Macronutrientes B

CaCl,. 2 H,0 9.6 0.96 g/100ml
Ca(NOs).4H,0 55.6 0.556 g/100ml 100 x
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Ya agregados los componentes, se aforé con agua destilada hasta llegar al volumen deseado,
luego se agitd la solucion y se almacend a una temperatura de 4°C, con su respectiva

identificacion.

B. Solucion patron de micronutrientes

Al igual que en los macronutrientes en este caso también se dividié en micronutrientes A 'y
micronutrientes B, la cantidad fue de 200 ml. y 1 L. respectivamente. Para esto se agreg6 50
ml. de agua destilada en un erlenmeyer de 250 ml. luego, se agregaron los compuestos que se

describen en el siguiente cuadro.

Cuadro 4. Micronutrientes necesarios para preparar una solucion patron.

Sustancia WPM (mg/l) Cant/vol. des. | Concentracion

Micronutrientes A

H3BO3 0.62 0.124 g/200ml
MnS04.4H,0 2.23 0.446 g/200ml 1000 X
ZnS04.7H0 0.86 0.172 g/200ml

Micronutrientes B

CuS04.5H,0 0.0025 0.0125 g/l
Na;Mo004.2H,0 0.025 0.125¢/I 5000 X

Ya agregados los componentes, el contenido se pas6 a una probeta de 250 ml. y 1000 ml.
Respectivamente, luego se aforé con agua destilada hasta llegar al volumen deseado, se agité

la soluciéon y se almacené a una temperatura de 4°C con su respectiva identificacion.

C. Solucion patrén de hierro 1000X

Se prepard una solucion de 200 ml de la siguiente forma:

a. En 100 ml de agua destilada se agrego 0.556 gr. de FeS0O,4.7H,0 y se disolvié con la ayuda
de un agitador magnético preparado para tal propaésito.

b. Separadamente se agregd 0.746gr de Na,EDTA.2H,0 en otros 100 ml de agua destilada.

c. Ya preparadas las dos soluciones se mezclaron, el contenido se pas6é a una probeta en
donde se aford, luego se traslado la solucion a su envase definitivo. Esta solucion se

almacen6 a una temperatura de 4°C.
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D. Solucion patron de vitaminas 1000X

Se prepararon 500 ml. de esta solucion con los siguientes componentes: Tiamina-HCI, Acido
Nicotinico, Piridoxina-HCI, y Glicina. Agregando 0.05 gr. del primero compuesto, 0.025 gr. del
segundo compuesto, 0.025gr del tercer compuesto y del cuarto 0.01 gr. Se afora y se deposita

en el recipiente para almacenar a temperatura de 4°C.

E. Preparacion de solucion patrén Inositol
Se prepard una solucion de 500 ml para esto se llené un beaker con 200 ml de agua destilada,

se agregaron 0.05 gr. de inositol, ya disuelta la solucidn se pasé a una probeta para su aforo.

6.1.2 Preparacion de una Solucién de Reguladores de crecimiento
Los reguladores utilizados fueron: Bencilaminopurina (BAP) y Acido Naftalenacético (ANA).
Antes de ser agregados en la solucion estos fueron diluidos en pequefios volimenes de

solventes o bases.

Para disminuir la cantidad de pasos necesarios para elaborar las diferentes concentraciones de
reguladores, y para aumentar la precision al momento de pesar, se us6 una solucion patron, de
la cual se parti6 para aplicar las diferentes concentraciones (tratamientos) a utilizar para la

presente investigacion.

6.1.3 Preparaciéon de 1800 ml de medio de cultivo
En un beaker con capacidad de 2000 ml se agregd 1000 ml de agua destilada. Se introdujo al
recipiente una barra magnética, ésta se colocé sobre el agitador-calentador magnético, el cual

se puso en marcha.

Luego se agregaron los componentes del medio en el orden siguiente:
18 ml. de solucion de macronutrientes “A”.

18 ml de solucion macronutrientes “B”.

1.8 ml de solucién patrén de microelementos “A”

360 microlitros de solucion patron de microelementos “B”

1.8 ml de solucién de hierro 100X

-~ ® 2 0 T p

1.8 ml de solucién de Vitaminas 1000X

Se agrego 1.8 ml de Myo-inositol

= Q@

Se agregaron los reguladores de crecimiento, en cantidad segun las concentraciones

evaluadas en el estudio
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i. Se agreg6 54 gr. de Sucrosa

Se aforé el recipiente a 1800 ml usando agua destilada.

[S—

k. Se agreg6 0.5 gr. de Carbdén Activo por cada tratamiento.

|.  10.8 gr. de Agar. 1.2 gr. por cada tratamiento.

. Se procedio a medir y corregir el pH por cada tratamiento, para llegarlo a de 5.6
Luego se pasoO la soluciéon al horno de microondas hasta disolver el agar.
La solucién fue distribuida a los tubos de ensayo debidamente rotulados.
Luego los tubos de ensayo se taparon con papel aluminio.

L2 T o 5 3

Todos los tubos de ensayo se introdujeron al autoclave (para su esterilizacion) durante
20 minutos a una presién de 1.05Kg/cm? a una temperatura de 120°C.
r. Los recipientes se colocaron en la camara de cultivo, hasta que se solidificaron y se

enfriaron.

6.2Fase experimental

Con el fin de darle un manejo adecuado a la investigacion, el estudio se realiz6 en dos fases,
las cuales fueron: La fase de iniciacibn o establecimiento de los explantes, basicamente
consistié en adaptar el material vegetal al cultivo in vitro. En la fase de induccion se utilizaron

todos los resultados provenientes de la fase anterior

6.2.1 FASE | (Prevencion de oxidacién, contaminacion por microorganismos vy
sobrevivencia de los tejidos)
En esta fase se realizd6 una serie de pruebas preliminares, con la finalidad de prevenir la
oxidacion, contaminacién por microorganismos y sobrevivencia de los explantes: una de ellas
consistidé en evaluar antibioticos y antioxidantes previo al establecimiento de los explantes al
cultivo de tejidos, utilizando una combinacién de acido citrico (0.4%) y acido ascérbico (0.2%),
como antioxidantes y sulfato de estreptomicina y oxitetraciclina (Agrimicyn WP (16.5%) a
0.15%, methyl-1-(butylcarbamoyl)-2-benzimidazolecarbamato (Benomyl WP (50%) a 0.1%,

estos compuestos constituian la solucidn de transporte.

A. Colecta del material vegetal

Para la seleccion del material vegetal, se realizé un recorrido por el rodal de 25 afios destinado
para la produccion de pinabete para arboles de navidad de la finca Panimachabac. Se
recolectaron los materiales que presentaron un buen estado fisiologico. La parte de la planta

gue se empled consistié en el 4pice meristematico, para lo cual se cortaron brotes no mayores
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de 5 cm de longitud, utilizandose una navaja debidamente desinfectada en una solucion de
methyl-1-(butylcarbamoyl)-2-benzimidazolecarbamato (Benomyl WP (50%) a 0.1%, el material
vegetal cortado se sumergié en una solucion de transporte descrita en el parrafo anterior. Que

luego se traslado al laboratorio de cultivo de tejidos, de la Facultad de Agronomia.

B. Desinfeccion del material vegetal

Dentro del laboratorio los brotes permanecian un tiempo mas en la solucién de fungicida-
bactericida y antioxidantes para eliminar la contaminacion y prevenir la tempranamente el
ennegrecimiento de los explantes, los cuales completaban un tiempo de 24 horas de

exposicion en la solucion a una temperatura de 5°C.

Luego el material pasaba por una bateria de desinfeccion compuesta por: alcohol etilico al 70%
durante 2 minutos. Los brotes se transferian a una soluciéon de hipoclorito de sodio al 2%
durante 5 minutos, en cada pasé se agitaba con una pinza esterilizada para uniformizar el
proceso de desinfeccién, Se le realizaron 3 lavados al material vegetal con agua destilada
estéril, luego el material vegetal se introdujo en una solucién de acido citrico a 100 ppm
esterilizado.

C. Diseccion y extraccion del explante
En cajas de petri esterilizadas, pinzas y bisturis y con 3-5 ml de &cido citrico a 150 ppm, se
procedié a la diseccion del explante, para lo cual se eliminaba todo tipo de envoltura que

recubre y protege el apice meristematico.

D. Prueba de antioxidantes

para la prueba de antioxidantes se prepararon 1800 ml de medio de cultivo WPM.
Posteriormente se procedio realizar cada tratamiento de antioxidantes (ver cuadro 5) que esta
compuesto por 200 ml de medio de cultivo con concentraciones estandar de ANA y BAP, 0.5

mg/l'y 1.5 mg/l respectivamente.
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Cuadro 5. Tratamientos para la prueba de antioxidantes.

Tratamiento Concentracion Cantidad gr./200ml

Carbon Activo

P1 0.25 % 0.5

P2 0.5% 1.0

P3 1.0% 2.0
Acido Citrico

P4 50 mg/l 0.01

P5 100 mg/l 0.02

P6 150 mg/l 0.03

P.V.P

pP7 0.2% 0.4

P8 0.5% 1.0

P9 0.8 % 1.6

E. Analisis de lainformacién

el andlisis de la informacidén proveniente de esta fase se realizd6 mediante comparaciones
visuales, de donde se anotaron todas las observaciones posibles y se formularon porcentajes
por tratamiento para comparar la respuesta de los apices (explantes) ante el uso de
antioxidantes para controlar la oxidacion, se hizo uso de tablas y graficas para una mejor

comprension de los resultados.

6.2.2 FASE Il (Respuesta del tejido a lainduccion de brotes, callo y crecimiento)
En esta fase se evalu6 el efecto de los niveles de bencilaminopurina (BAP) y acido
naftalenacético (ANA). El antioxidante que obtuvo mejor resultado en la fase | se agregdé en

cantidad estandar para cada tratamiento.

A. Siembra

Para la inoculacion de los explantes en esta fase, se utilizé el medio WPM con sus respectivos
niveles de BAP y ANA, a la vez se utilizé el antioxidante proveniente de la fase I. Los cultivos
fueron transferidos al cuarto de incubacién, el cual cuenta con una temperatura de 25 +1°C y
luz de gas neon color blanca controlada de 1000 lux aproximadamente. Fotoperiodo de 12

horas luz y 12 horas oscuridad.



55

B. Descripcion del experimento
La unidad experimental estuvo constituida por un tubo de ensayo de 150 mm por 25 mm, con
10 ml de medio de cultivo WPM, suplementado con carbén activo como antioxidante y los

tratamientos a evaluar. En cada tubo de ensayo se sembro un apice.

C. Descripcion de los tratamientos

Los tratamientos para la induccion de brotes, callo y respuesta la crecimiento, estan
determinados por las combinaciones de bencilaminopurina (BAP) en niveles de: 0 ppm, 0.5
ppm, 1.5 ppm y 3 ppm. Yy acido naftalenacético (ANA) en los niveles de 0 ppm, 0.1 ppm, 0.5
ppm y 1 ppm. Para un total de 10 tratamientos con 10 repeticiones, haciendo un total de 100

unidades experimentales.

Cuadro 6. Tratamientos para evaluar la induccion de brotes de pinabete. (Abies

guatemalensis Rehder)

Tratamiento BAP (mg/l) ANA (mg/l)
1 (testigo) 0 0
2 0.5 0.1
3 1.5 0.1
4 3 0.1
5 0.5 0.5
6 1.5 05
7 3 05
8 0.5 1
9 1.5 1
10 3 1

6.3Variables respuesta

6.3.1 Numero de brotes por explante: a los explantes que respondieron a la produccion de
brotes se les realizé un conteo del nimero de éstos y se calcularon porcentajes.

6.3.2 Numero de explantes con formacion de callo: se realizé un conteo de los explantes
que respondieron a la induccién de callo, se calcularon porcentajes.

6.3.3 Numero de explantes con presencia de alargamiento: se contaron los explantes que

presentaron elongacién, también de calcularon porcentajes.
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6.4Analisis de lainformacién
Debido a las caracteristicas de la investigacion, se realizé un analisis descriptivo ya que no
fue factible aplicar estadisticos paramétricos, solo porcentajes de las variables respuesta,
para ello se detallé en forma precisa cada evento realizado en el proceso de respuesta a la
induccién de brotes. Los resultados se presentaron a través de cuadros, gréficas y

fotografias para facilitar su comprension.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el proceso se presentaron factores que limitaron el avance normal de la investigacion,
uno de ellos fue la época del afio para la obtencién material vegetal. Segun Salisbury y Ross
1982 (25) este tipo de plantas presenta dos etapas naturales por las que anualmente pasa,
siendo estas: crecimiento y latencia. En la primera el arbol presenta un crecimiento que se
caracteriza por sus estructuras poco lignificadas, y de coloraciones palidas, razén por la que es
muy susceptible a degradarse, el material proveniente de esta etapa se degradaba de 10 a 12
horas después de cortado en el campo y expuesto a la solucion transporte descrita en la
metodologia. Se realizaron pruebas de reduccién de tiempo de exposicion en la solucién
transporte y concentraciones mas bajas de sus componentes, especialmente con el fungicida y
el bactericida, pero surgio otra dificultad, lo que se lograba sembrar presentaba porcentajes

altos de contaminacion y oxidacion (95% - 100%).

El arbol a finales de la estacién de lluvia (octubre) se prepara para la etapa de latencia, los
tejidos después de alcanzar su elongacion maxima, empiezan a lignificarse o endurecerse,
por lo que la probabilidad de sobrevivencia del tejido colectado es alta, resiste el tratamiento
preventivo a su utilizacion en el laboratorio de cultivo de tejidos. Cuando se obtuvo material
vegetal de esta etapa todas las variaciones realizadas a la solucion transporte y a la bateria de
desinfeccion, regresaron a ser las propuestas en la metodologia y los resultados fueron

satisfactorios.

Los resultados definitivos se lograron aproximadamente 45 dias después de entrada la etapa
de latencia y fue hasta entonces que se generé informacion base para pasar a la Il etapa de la

investigacion.
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De las lecturas obtenidas a los 15, 30 y 60 dias después de la siembra se tiene los cuadros

siguientes:

Cuadro 7. Respuesta de los explantes a la oxidacién, 15 dias después de la siembra

tratamiento

No. De explantes no oxidados

Sobrevivencia (%)

Carbén Activo

0.25%
0.5%
1.0%

Acido Citrico

50ml/L
100ml/L
150ml/L

P.V.P.

0.2%
0.5%
0.8%

10
10

10

100
100
90
80
80
90
100
80
80

Cuadro 8. Respuesta de los explantes a la oxidacién, 30 dias después de la siembra

tratamiento

No. De explantes no oxidados

Sobrevivencia (%)

Carb6n Activo

0.25%
0.5%
1.0%

Acido Citrico

50ml/L
100ml/L
150ml/L

P.V.P.

0.2%
0.5%
0.8%

9

o o o ~ b 01 N ©

90
90
70
50
40
40
60
50
50
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Cuadro 9. Respuesta de los explantes a la oxidacién, 60 dias después de la siembra

tratamiento No. De explantes no oxidados Sobrevivencia (%)
0.25% 8 80
Carb6n Activo | 0.5% 8 80
1.0% 6 60
50ml/L 1 10
Acido Citrico | 100ml/L 2 20
150ml/L 1 10
0.2% 4 40
P.V.P. 0.5% 2 20
0.8% 1 10

A los 15 dias después de la siembra se empez6 a observar la respuesta, ya que algunos
explantes de los tratamientos de &cido citrico y PVP mostraban un cambio de coloracion de
verde a verde pdlido que posteriormente, al mes, ya estaban totalmente de color café

(oxidados).

En los cuadros 7, 8, y 9 se puede observar claramente que para las tres lecturas realizadas en
sus tiempos respectivos, el antioxidante que mejor preserva los apices en el medio de cultivo
es el carbon activo. Los tratamientos con concentracion de 0.25 % y 0.5 % respectivamente,
presentaron un porcentaje de sobrevivencia bastante homogéneo, por lo que se utilizé para la
fase Il el tratamiento econdmicamente mas rentable, siendo éste la concentracion de 0.25 %.
En el caso del acido citrico los porcentajes de sobrevivencia fueron bastante bajos y para PVP
(pilivinylpirrolidona) el tratamiento con una concentracion de 0.2 % fue el que presentdé mayor

porcentaje de sobrevivencia del explante.

7.2. Respuestade los explantes alainduccion de brotes
En esta fase se presentaron tres tipos de respuesta como producto de las combinaciones
hormonales. Se realizaron lecturas periddicas, pero la lectura definitiva para la toma de datos

fue a los 45 dias después de la siembra para cada réplica del experimento.



Cuadro 10. Respuesta de los explantes a la induccion de brotes

. . 2 No. De
. Combinacion de No. De Explantes con brotes
Tratamiento explantes
reguladores mg/L brotes/expl (%)
con brotes
1 (testigo) |BAPO + ANAO 0 0 0
2 BAP 0.5 + ANA 0.1 0 0 0
3 BAP 1.5+ ANA 0.1 1 2 10
4 BAP 3 +ANAO.1 4 2 40
5 BAP 0.5 + ANA 0.5 0 0 0
6 BAP 1.5 + ANA 0.5 1 1 10
7 BAP 3 + ANAO0.5 6 4 60
8 BAP 0.5+ ANA1l 1 1 10
9 BAP 15+ ANA1l 1 2 10
10 BAP3 + ANA1l 3 2 30

Respuestaalainduccion de brotes

= —

= =
0 I I I I I I I I I

BAPO + BAPO5+ BAP15+ BAP3 + BAPO5+ BAP15+ BAP3 + BAPO05+ BAP15+ BAP3 +
ANA O ANA 0.1 ANA 0.1 ANAO.1 ANA 0.5 ANA 0.5 ANA 0.5 ANA 1 ANA 1 ANA 1

Tratamientos

O Explantes con presencia de brote”
8 No. de brotes por explante

Figura 14. Respuesta a la induccion de brotes.
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Como se refleja en el cuadro 10, los tratamientos en los que mejor respuesta se obtuvo fueron:
(BAP 3 mg/L + ANA 0.1 mg/L) con 40%, (BAP 3 mg/L + ANA 0.5 mg/L) con 60% y (BAP 3
mg/L + ANA 1 mg/L) con un 30%. Con respecto a los brotes por explante que se lograron, el
tratamiento (BAP 3 mg/L + ANA 0.5 mg/L) presentdo un numero promedio de 4 brotes por
explante, siendo éste el mejor tratamiento en el que los explantes presentaron respuesta, no
solo a la formacion de brotes, sino al el nUmero de éstos. La longitud promedio de los brotes
fue de 1.5 mm.

Tal y como lo menciona Hurtado y Merino 1988 (16) que a una alta concentracion de
citocininas con respecto a las auxinas induce la formacion de brotes. En los resultados
descritos, se logra observar que los tratamientos en los que mejor respuesta existio, presentan

este tipo de relacion.
7.3. Induccidn de callo
El callo que se formd fue de tipo compacto, con coloracion blanquecina, consistencia blanda

al tacto, no facilmente deformable, con presencia de brillo y con textura lisa.

Cuadro 11. Respuesta de los explantes a la induccién de callo.

Tratamiento| Combinacion de No. De
reguladores mg/L explantes con Induccién de callo (%)
formacion de
callo
1 (testigo) | BAPO + ANAO 0 0
2 BAP 0.5+ ANA 0.1 5 50
3 BAP 1.5+ ANA 0.1 2 20
4 BAP3 +ANAO.1 3 30
5 BAP 0.5 + ANA 0.5 1 10
6 BAP 1.5+ ANA 0.5 3 30
7 BAP3 +ANAO.5 1 10
8 BAP 0.5+ ANA1l 6 60
9 BAP15+ ANA1l 1 10
10 BAP3 + ANA1l 0 0
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Respuestaalainduccion de callo
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ANA O ANA 0.1 ANA 0.1 ANA 0.1 ANA 0.5 ANA 05 ANA 0.5 ANA 1 ANA 1 ANA 1

combinacion de reguladores

Figura 15. Respuesta a la induccién de callo.

Los tratamientos en los que se presencio mejor respuesta a la formacién de callo fueron: (BAP
0.5 mg/L + ANA 0.1 mg/L) con 50% y (BAP 0.5 mg/L + ANA 1 mg/L) con 60%. Como se

refleja en el cuadro 11.

7.4. Respuesta al crecimiento (Elongacion)

La tercera respuesta que se dio como producto de la combinacion de los reguladores en
estudio, fue la presencia de un crecimiento por alargamiento del explante. Los resultados se
ven en cuadro 12 y los tratamientos que respondieron en mayor porcentaje fueron: (BAP 0.5
mg/L + ANA 0.5 mg/L) con 60% y (BAP 1.5 mg/L + ANA 0.1 mg/L) con 40%.



Cuadro 12. Respuesta de los explantes al crecimiento (elongacién)

No. de explantes con alargamiento

No. D
. .. 0-2¢ Alargamiento
) Combinacion de |explantes que _ Explantes con
Tratamiento promedio o
reguladores mg/L | presentaron (mm) crecimiento (%)
alargamiento
1 (testigo) | BAPO + ANAO 0 0 0
2 BAP 0.5+ ANA 0.1 3 3 30
3 BAP 1.5+ ANA 0.1 4 2.5 40
4 BAP 3 + ANAO.1 3 3 30
5 BAP 0.5 + ANA 0.5 6 3.5 60
6 BAP 1.5 + ANA 0.5 0 0 0
7 BAP3 + ANAO0.5 1 3 10
8 BAP 0.5+ ANA1 1 3 10
9 BAP 15+ ANA1l 2 25 20
10 BAP3 + ANA1l 0 0 0
Respuesta de los explantes al crecimiento
6,
5,
4,
3,
2,
1,
0 T T T T T T T T T \
BAPO BAP05 BAP15 BAP3 BAPO05 BAP15 BAP3 BAP0S5 BAP15 BAP3
+ ANA +ANA +ANA +ANA +ANA +ANA +ANA + ANA + ANA + ANA
0 0.1 0.1 0.1 0.5 0.5 0.5 1 1 1

Combinacion de reguladores

Figura 16. Respuesta de los explantes al crecimiento (elongacién).
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Figura 17. a. Respuesta de los apices a la formacion de brotes. b. Mdltiples brotes a partir de

un apice. c y d. Formacion de callo en la parte basal de los &pices

Es importante mencionar que el material que se recolectd, provenia de una plantacion en
donde solo existe Abies guatemalensis Rehder, y aunque se trate de una misma especie,
existe diferencia visible de un individuo a otro; los denominados ecotipos, como los llama
Salisbury y Ross (25), diferentes razas genéticas dentro de una misma especie, podria explicar
la forma de responder de los explantes debido a que no fue uniforme, como lo hubiera sido si el

material vegetal utilizado fuese de un solo individuo.

Macz (18) en su estudio realizado en el 2001, reporto que al igual que en el presente estudio, el
medio en el se obtuvo los mejores resultados fue el WPM, en cuanto a los reguladores de
crecimiento, reporta también que un equilibrio de estos BAP y ANA, 1 mg/L para ambos, mas 3
mg/L de GAgz, promueve el crecimiento de los explantes. A diferencia de ese estudio, el
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crecimiento de los explantes para esta investigacion fue una de las tres respuestas que se
observd y la combinacion de reguladores en la que los resultados fueron sobresalientes estaba
también equilibrada (BAP 0.5 mg/L + ANA 0.5 mg/l), como se puede observar el la figura 16,
aunque en este caso no hubo interaccion de GAj;. Posiblemente a esta dosis exista
antagonismo y se bloqueen entre si y la respuesta esté guiada Unicamente por los niveles

endogenos en cuanto a GA; del explante.

Las relaciones de reguladores se pueden describir de la siguiente manera: a concentraciones
altas de BAP, tomando en cuenta el rango que se esté explorando con respecto a ANA, se
espera inducir multiples brotes adventicios, (ver figura 17a y 17b). A concentraciones altas de
ANA tomando en cuenta el rango que se esté explorando, con respecto a BAP, se espera la
formacioén de callo en la parte basal del explante.
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8. CONCLUSIONES

Los &pices de brote de pinabete Abies guatemalensis Rehder utilizados como explantes
responden al control de la oxidacion, utilizando en el medio de cultivo Wody Plant Médium —

WPM-, Carbén Activo a una concentracion de 0.25%.

Los apices de brote de pinabete Abies guatemalensis Rehder utilizados como explantes,
manifestaron mayor porcentaje de formacion de brotes adventicios en los tratamientos con la
combinacion de (3 mg/L Bencilaminopurina + 0.5 mg/L Acido Naftalenacético) con 60% vy (3

mg/L Bencilaminopurina + 0.1 mg/ Acido Naftalenacético) con un 40%.

Los apices de brote de pinabete Abies guatemalensis Rehder utilizados como explantes,
manifestaron mayor porcentaje de formacion de callo en los tratamientos (0.5 mg/L
Bencilaminopurina + 1 mg/L Acido Naftalenacético) con 60% y (0.5 mg/L Bencilaminopurina +

0.1 mg/L Acido Naftalenacético) con 50%.

Los apices de brote de pinabete Abies guatemalensis Rehder utilizados como explantes
manifestaron mayor porcentaje de crecimiento (elongacion), en los tratamientos (0.5 mg/L
Bencilaminopurina + 0.5 mg/L Acido Naftalenacético) con 60% y (1.5 mg/L Bencilaminopurina
+ 0.1 mg/ Acido Naftalenacético) con 40 %.
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9. RECOMENDACIONES

Para el desarrollo de un protocolo para la propagacion in vitro de Pinabete (Abies
guatemalensis Rehder) se propone usar como tejido inicial los apices de brote obtenidos en
plantaciones con caracteristicas similares a las del presente estudio, como lo son:
plantaciones destinadas para producir arboles de navidad, debido a que la poda es necesaria y

a la vez se induce a que se formen nuevos brotes (multiples) que se pueden aprovechar.

Considerar la etapa fisioldgica por la que esté pasando el arbol cuando se quiera realizar otro
estudio de esta naturaleza. Para la presente investigacién los resultados positivos se
alcanzaron cuando el arbol se encontraba en el periodo de latencia, época comprendida
aproximadamente de octubre a marzo, ya que en esta etapa el arbol presenta estructuras
lignificadas que resisten o que prolongan la vida de los explantes a lo largo de la metodologia

utilizada.

Utilizar carbon activo a una concentracion de 0.25 % para controlar la oxidacién de los apices

de brote 6 explorar en el rango 0.25% a 0.5 %.

Efectuar otras investigaciones evaluando la respuesta del callo a la diferenciacion de brotes,
realizando para ello una exploracién en el rango de 1.5 — 3 mg/L Bencilaminopurinay 0.1 - 0.5

mg/L para Acido Naftalenacético.

Identificar eco tipos de pinabete Abies guatemalensis Rehder con caracteristicas de interés

comercial para su propagacion in vitro.
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1. INTRODUCCION

El contribuir a solucionar dificultades que estén afectando de alguna manera el desarrollo
econdomico, o de cualquier otro tipo, de una localidad en particular o empresa, es el aporte que
se espera de un estudiante de Ejercicio Profesional supervisado (EPSA) de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de San Carlos, y mas aun cuando se trata del area rural, que es
un tema de actualidad y de constante debate, pero que realmente se hace poco por parte de
las autoridades en combatir con firmeza y determinacion este tipo de contrariedades. La falta
de proyectos productivos que permitan la diversificacion de actividades, son algunas de las
causas que estan vinculadas directamente y que impiden erradicar la pobreza en esas areas

de nuestro pais.

Mediante estos proyectos de servicios propuestos se pretende atacar la parte de diversificacion
de actividades productivas, proponiendo y ejecutando algunas préacticas tecnificadas que
garanticen el éxito de los mismos, de tal forma que no sean proyectos que queden varados al
finalizar el periodo que comprende el EPSA, sino que puedan tener continuidad.

2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Localizacion

La finca Panimachabac se encuentra en el municipio de Tecpan, del departamento de
Chimaltenango. De la ciudad capital, conduciéndose a la finca Panimachabac, se llega por la
carretera interamericana CA-1 en donde a la altura del kildbmetro 93.5 se toma el desvio de
carretera de terraceria que conduce a las aldeas Chajalajya, Panimachabac, Paquip y otras

comunidades y caserios. Latitud N 14° 50'16"” y longitud O 90° 59'10".

2.2 Clima, suelos y zona de vida

Segun Holdridge (1) la zona de vida es montano bajo muy hiumedo (mbmh), la época lluviosa
es del mes de mayo al mes de octubre y la época seca va del mes de noviembre al mes de
abril. La aparicion de heladas se da en los meses de noviembre a enero. Por la elevacion que
va de los 2350 msnm a los 2800 msnm la temperatura predominante anual promedio es de 14

°C a 16 °C, con precipitaciones promedio anual que van de los 1700 mm a 2300 mm (2).
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Los suelos de esta region se clasifican como suelos de la serie Totonicapan en la Clasificacion
de Reconocimiento de los Suelos de la Republica de Guatemala de Simmons, Tarano y Pinto
1959 (6). Adecuado para la actividad forestal, no ha sufrido erosiones eélicas o hidricas. Los

suelos pertenecen a la division fisiografica, Tierras Altas Volcanicas.

3. OBJETIVO GENERAL DE LOS SERVICIOS

Contribuir mediante la prestacion de servicios profesionales a la diversificacion de actividades

productivas que permita a los pobladores del caserio Panimachabac mejorar sus ingresos y

como consecuencia sus condiciones de vida.

4. PLAN DE EJECUCION

4.1 SERVICIOS PRESTADOS

4.1.1 ESTUDIO DE LA CONDICION ACTUAL DE LOS SUELOS DESTINADOS PARA
AGRICULTURA EN EL CASERIO PANIMACHABAC, TECPAN, CHIMALTENANGO

A. DESCRIPCION DE LA PROBLEMATICA

En el caserio Panimachabac con anterioridad se han realizado intentos en cuanto al cultivo de
hortalizas, pero han dado pocos resultados, posiblemente sea por el desconocimiento del
manejo adecuado que éstos necesitan para lograr su desarrollo normal y si a lo anterior le
sumamos condiciones climaticas y de suelo no favorables, el fracaso es eminente, por lo que la

Unica opcion agricola hasta el momento es el cultivo de maiz.

B. OBJETIVO

Analizar de forma global, la fertilidad de los suelos del caserio Panimachabac, con el fin de

conocer sus caracteristicas quimicas y mejorar algunas practicas agricolas.
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C. MARCO CONCEPTUAL

a. Muestra compuesta de suelo

Una muestra compuesta ideal debera cumplir los requisitos siguientes:

I. Cada una de las muestras originales deben ser del mismo volumen y representar la misma
seccion transversal del volumen total.

ii. Seratomada al azar con respecto al volumen en estudio.

iii. En namero suficiente para que representen todo el volumen que se quiere analizar (de 10
a 30; usualmente, unas 12 por cada muestra compuesta).

iv. EI volumen total seleccionado para hacer de él una muestra compuesta debe de ser

homogéneo para el objetivo que se persigue.

Este ultimo requisito es importante y nos obliga, por ejemplo, a subdividir el campo en varias
parcelas si se observa heterogeneidad en topografia, color crecimiento de plantas, etc. en este
caso se toman muestras compuestas de cada una de las parcelas por separado y se analizan

independientemente, Lopez (4).

b. Toma de muestras de suelos en campos experimentales y fincas

Una parcela experimental debe tener un suelo homogéneo. Desgraciadamente eso es una
utopia, y en la practica debe de contentarse con algo que se acerque a este ideal.

La localizacion, toma de muestra y andlisis para decidir si un suelo es suficientemente
homogéneo para establecer en él un campo de experimentacion debe de realizarse con gran
cuidado. La unidad de area mas pequefa que debe elegirse para ensayar la uniformidad debe
de ser la parcela que se piensa utilizar después de las experiencias. Se debe tomar una
muestra compuesta en ella (12 submuestras) y a continuacion otra igual repetida.

La diferencia entre ambas muestras compuestas permite calcular las variaciones de la
propiedad del suelo en esa parcela. Debe tomar también una muestra compuesta de cada
parcela y ver de este modo si las variaciones a la media de todo el campo son significativas.

Esto puede ser de base para rechazar aquellas que den mas variabilidad de la deseada, Lopez

4).
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c. Método

Cada parcela se delimita con estacas en las esquinas y se cruza esta en zigzag, haciendo
sondeos de unos 15 cm. de profundidad con el taladro a cada dos o cuatro metros, segun sea
el tamafo de la parcela. La muestra compuesta (10 a 30 sondeos en total) se coloca en una
bolsa marcada para su posterior identificaciéon. En algunos terrenos pedregosos es preferible

utilizar el barreno.

Si en lugar de taladro se usa una pala recta, debe de ser plana, estrecha y de lados paralelos,
con lo cual es mas facil obtener lonjas de tamafio uniforme, de unos 2 cm de grueso y 15 cm
de profundidad. Asimismo podemos utilizar un pico en suelos pedregosos, pero es mas

laborista la toma de muestras.

La muestra compuesta en la bolsa se coloca junto con las demas en cajas de cartdn para

llevarselas al laboratorio (sin secar).

El nUmero de muestra que se debe tomar viene dado por el nUmero de repeticiones que tiene

el tratamiento; generalmente, una muestra compuesta por cada parcela.

En el caso de las fincas, los aparatos y métodos a usar son los mismos, pero es conveniente
hacer un croquis del terreno después de haberle recorrido y marcar los puntos donde se va a
tomar las muestras, teniendo presente que se deben de hacer muestras compuestas por

separado de aquellas partes que presenten caracteristicas propias.

Por ejemplo, si la topografia es accidentada se recogeran por separado la calicatas tomadas
del terreno en pendiente de las tomadas en la parte baja del mismo. Si se nota una parte del
terreno mas oscura que otra, se toman muestras completas por separado también. Lo mismo
se hara si se aprecian diferencias de textura en el suelo o en nivel de fertilidad (indicado por el

mayor o menor desarrollo de las plantas).

Debera tenerse especial cuidado en no sondear cerca de edificios, caminos, etc., ni en lugares
en los que se vea acumulacion de fertilizantes (si éstos se aplicaron en bandas) o que puedan

dar analisis no representativos por cualquier otro motivo, Lépez (4).

D. METODOLOGIA

a. Se seleccionaron las parcelas a muestrear.

b. Muestreo de suelos. En general se obtuvieron 12 submuestras por muestra compuesta, en
caminamiento zigzag, con sondeos de 15 - 25 cm, Lopez (4).

c. Obtuvo y se identifico la muestra compuesta de suelo.

d. Se transporto al laboratorio de suelos de la Facultad de Agronomia.



E. RESULTADOS

Para la interpretacién de los siguientes resultados se anexan algunos cuadros.
(Cuadro 2A, 3A, 4A y 5A).

Cuadro 1. Resultados promedio de analisis de suelos.
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IDEN Ppm Meq/100 ml Ppm Meq/100 gr %

pH | P K Ca Mg Cu || Zn || Fe Mn Cic Ca Mg Na K SB. M.O.
RANGO MEDIO 12-16 | 120-150 || 6-8 15-25 || 2-4 | 4-6 | 10-15 | 10-15
M-1 5.8 | 1.53 190 5.61 | 0.67 05| 20 | 3.0 8.0 41.74 | 5.98 | 0.69 | 0.28 | 0.87 | 18.80 | 9.46

Cantidades disponibles por ha.

Fésforo (p)= Disponible 8 Kg

Potasio (K) = Disponible 988 Kg

Cobre (Cu) = Disponible 2.6 Kg

Zinc (Zn) = Disponible 8 Kg

Hierro (Fe) = Disponible 12 Kg

Manganeso (Mn) = Disponible 42 Kg

F. EVALUACION
Asistencia a las platicas en donde se dieron a conocer los resultados y se recomendaron

algunas practicas agricolas para hacer mas eficiente el uso de abonos quimicos y la razon de

los organicos, con el fin de mejorar en el corto plazo el manejo de cultivos, en cuanto al tema

de fertilizacién se trata.
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4.1.2 CAPACITACION EN VIVEROS FORESTALES EN LA ESCUELA DE FOMENTO DEL
CASERIO PANIMACHABAC TECPAN, CHIMALTENANGO

A. DESCRIPCION DE LA PROBLEMATICA

Las técnicas empleadas por las personas en el area rural, independientemente del tema que se
trate, en su mayoria son empiricas, adquiridas por la experiencia pero con ninguna base

cientifica que los respalde.

La deforestacion por necesidad y la poca accesibilidad a técnicas para enmendar este tipo de
problemas agravan la situacion, de tal manera que en el futuro es muy probable que el bosque
se vea reducido trayendo consigo consecuencias tales como, pérdida de suelos por erosion,
disminucién de fuentes de agua, etc. Es de esa forma como nace la necesidad de capacitar a

los alumnos de la escuela del caserio en el tema de viveros forestales.

B. OBJETIVOS

a. Capacitar a los alumnos de 4°, 5° y 6° grado de primaria en la elaboracion de viveros
forestales.

b. Implementar un vivero experimental en la escuela.

c. Propagar las especies del lugar.

d. Crear conciencia ambiental en los jévenes.

C. METODOLOGIA

Para el establecimiento del vivero se siguio la siguiente metodologia, Padilla (5).

a. Determinacion de las especies a plantar
Es importante considerar el tipo de especies con lo que la poblacion desea trabajar y las que
son aptas para el lugar. Las especies que se utilizaron fueron (Pinus pseudrostobus y

Cupressus lusitanica).

b. Obtenciéon de semillas
La semilla se obtuvo en BANSEFOR (Banco de Semillas Forestales) del INAB.
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c. Delimitacion del area de trabajo
Se utiliz6é un area plana y cerca de la fuente de agua.

d. Trazo de bancales y tablones

El ancho de cada bancal fue de 1 metro y 3 metros de largo, con calles de 0.75 metros.

e. Desinfeccién de las cajas germinadoras
En las cajas germinadoras, se llenaron con una mezcla de tierra utilizando el 50% de arcilla,
30% de arena blanca, y 20% de tierra fértil. La desinfeccion de las cajas se realizé mediante la

aplicacion de Captan.

f. Siembra del semillero

Las dimensiones de las cajas seran de 2 m de largo por 1 m de ancho, para facilitar las labores
necesarias. La siembra se realizd en surcos que van a lo largo de las cajas germinadoras
habiendo una distancia entre surcos de 2 cm. El método de siembra en los surcos se hizo al
chorreo.

g. Mantenimiento del semillero

Estas actividades se realizaron desde la siembra de la semilla en las cajas germinadoras hasta
cuando las plantulas llegaron a la etapa adecuada para su trasplante. En este caso las
actividades que se realizaron fueron basicamente de mantenimiento como lo es el riego, control

de enfermedades, limpia de malezas, etc.

h. Preparacion del area para el establecimiento del vivero
Se procedio a limpiar el area de malezas que pudieran constituir una obstrucciéon o medio de

contaminacion y se nivelo.

i. Preparacion del sustrato a utilizar para el llenado de bolsas
La mezcla consistio en 50% de arcilla o tierra, 25% de arena y 25% de materia organica.
Ademas, a tal sustrato se le afiadio tierra de pinares recolectada en el lugar, con la finalidad de

aportar micorrizas al sustrato. El sustrato se tamizé con cedazo de ¥4 de pulgada.
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j. Llenado y apilado de bolsas

Las medidas de las bolsas utilizadas fueron de 4 X 8 pulgadas, éstas se apilaron en los
bancales descritos con anterioridad. En un metro cuadrado de terreno caben un total de 225
bolsas.

k. Desinfeccion del material en bolsa

Se utilizé el mismo método que para cajas germinadoras.

|. Trasplante del semillero a las bolsas

El transplante de las plantulas del semillero a las bolsas se realizo a raiz desnuda.

m. Replanteo
Es usual que por causas mecénicas, mala seleccién de la planta u otra causa de muerte,

exista algun porcentaje de mortandad, por lo que es necesario llenar ese espacio.

n. Sombra
Esta se instalé después del trasplante para evitar la marchitez de las plantas por el contacto

directo del sol.

0. Riego
Los riegos se realizaron en el momento de la siembra asi como después de la misma. Se
estimd que los riegos se harian a razén de 3 veces por semana, no siendo esto definitivo, ya

gue se realizaron en funcion de la necesidad existente.

p. Control de malezas, plagas y enfermedades
El control de malezas se hizo manualmente, para plagas y enfermedades se realizaron

monitoreos continuos para asegurar la sanidad de las plantas.

D. RESULTADOS
Se produjeron un namero aproximado de 2,500 plantas de (Cupressus lusitanica)

y se repartieron entre el niamero total de alumnos.

E. EVALUACION
a. Participacién activa de alumnos y alumnas en el proceso del establecimiento del vivero
forestal.

b. Se realizé una prueba de conocimientos basicos del tema.
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6. APENDICE
Cuadro 2 “A”. pH del suelo (Jones y Wolf modificado 1984).

. Escala de
Categoria oH
Muy acido <5.5
Acido 5.6—-6
Ligeramente acido 6.1 -6.5
Neutro 6.6 —7.3
Alcalino 7.4—-8.3
Fuerter_nente >83
alcalino

Cuadro 3 “A”. Interpretacion general del Fosforo aprovechable determinado por el método
Olsen (Landon, 1984).

Demanda del Eiemplos Fosforo aprovechable (mg/kg)
cultivo Jjemp Deficiente [Cuestionable| Adecuado
Pastos,
Baja cereales, soya <4 5-7 >8
y maiz
Alfalfa,
Moderada algoddn, maiz <7 8-13 > 14
dulce, tomate
Remolacha,
Alto papa, apio, <11 12-20 > 21
cebollas

Cuadro 4 “A”. Capacidad de intercambio catidnico (Cottenie, 1980).

CIC [meqg/100 g o Cmol

Clase (+)/kg]
Muy baja <5
Baja 5-10
Media 15-20
Alta 20 - 40
Muy alta > 40

Cuadro 5 “A”. Clasificacién de materia organica en suelos derivados de cenizas volcanicas
(Fassbender y Bornemisza 1987).

Clase C : % M. O.
Organico
Muy pobre <12 <2
Pobre 1.2-29 2-5
Medio 29-46 5-8
Rico 4.6 -8.7 8-15

Muy Rico > 8.7 > 15




