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Resumen

El género Swietenia pertenece a la familia Meliaceae, tanto en Ecuador y en gran parte de
Ameérica Central se considera la especie Swietenia macrophylla como la mas apreciada por
la calidad de su madera siendo historicamente importante en la industria maderera
ocasionado gue la especie caiga en un estado de peligro de extincion. El objetivo de esta
investigacion es establecer un cultivo in vitro induciendo la formacion de callos a partir de
hojas y segmentos nodales con la ejecucion de un protocolo definido de desinfeccion y
variaciones en la adaptacion del cultivo para la induccion de callos evaluando distintos
parametros en un medio Murashige & Skoog con el fin de promover alternativas para su
conservacion. En esta fase se determinan las concentraciones adecuadas para la evaluacién
de la formacion de callos. Se evaluaron dos protocolos de desinfeccidn con hipoclorito de
sodio para la primera experimentacion en hojas y segmentos nodales e hipoclorito de calcio
para el segundo ensayo, realizado Unicamente con segmentos nodales. Para la evaluacion
de callos se evaluaron concentraciones de sacarosa vs concentraciones de 2,4-D en
fotoperiodos 16/8 y oscuridad para hojas, siendo un total de 108 y 72 para segmentos
nodales. Como resultado del protocolo de desinfeccion hubo una alta tasa de contaminacion
de los explantes por presencia de hongo enddfito, evitando el desarrollo de estos. En los
ensayos para la induccion a callos, el 1,1% de las réplicas mostrd respuesta hacia el
tratamiento de 0,5 mg/l de 2,4-D de segmentos nodales en oscuridad total a los 30 dias,
donde se observo la formacion de callos friables de baja densidad, con una morfologia

celular desorganizada vista bajo el microscopio.



Palabras clave: Callos, Swietenia macrophylla, cultivo in vitro, conservacion

Abstract

The genus Swietenia belongs to the family Meliaceae, both in Ecuador and in much
of Central America the species Swietenia macrophylla is considered the most appreciated
for the quality of its wood, being historically important in the timber industry causing the
species to fall into a state of endangerment. The objective of this research is to establish an
in vitro culture inducing callus formation from leaves and nodal segments with the
execution of a defined disinfection protocol and variations in the adaptation of the culture
for the induction of calluses by evaluating different parameters in a Murashige & Skoog
medium in order to promote alternatives for their conservation. In this phase, appropriate
concentrations are determined for the evaluation of callus formation. Two disinfection
protocols were evaluated with sodium hypochlorite for the first experiment on leaves and
nodal segments and calcium hypochlorite for the second trial, performed only with nodal
segments. For the evaluation of calluses, sucrose concentrations were evaluated vs. 2,4-D
concentrations in photoperiods 16/8 and darkness for leaves, being a total of 108 and 72 for
nodal segments. As a result of the disinfection protocol, there was a high rate of
contamination of the explants due to the presence of endophytic fungus, preventing their
development. In callus induction assays, 1.1% of replicates responded to 0.5 mg/L 2,4-D
treatment of nodal segments in total darkness at 30 days, where low-density friable calluses

were formed, with disorganized cell morphology seen under the microscope.

Key words: Callus, Swietenia macrophylla, in vitro culture, conservation
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Capitulo 1

Antecedentes

1.1. Introduccién

Desde inicios del siglo XXI se ha estimado una pérdida de més de 3,7 millones de km cuadrados
de cobertura en bosques, generando gran impacto a los bosques tropicales segin mencionan Hansen
et al. (2013). Un sin nimero de especies se han visto afectadas por los procesos de erosion genética
a través de la fragmentacion del habitat (Laurance et al. 2018). Debido a ello, es que en los Gltimos
afios se han perfeccionado varias técnicas de biotecnologia con el fin de mejorar el manejo y la
conservacion de las especies forestales mas amenazadas por acciones antropicas. (Delgado Paredes

& Vasquez Diaz, 2023)

La deforestacion es una de las mayores amenazas de la biodiversidad mundial (Barlow et al.
2016). La caoba, un arbol tropical distribuido en varias zonas de América, ha sido objeto de
explotacion intensiva debido a la calidad de su madera, utilizada para productos de gran valor. La
demanda constante ha llevado a la disminucion de las poblaciones naturales en diversas regiones,
incluido Ecuador, donde la tala y la deforestacion han amenazado la supervivencia de la especie
(Sorgato, 2017). Con base en esta informacién, el establecimiento de un protocolo de cultivo in
vitro es vital para conservar la caoba en Ecuador, el cual permite la preservacion genética de la
especie y restaurar poblaciones en peligro y contribuir al desarrollo sostenible (Valeria Sorgato.,

2017).

La caoba alcanza una longitud hasta de 70 metros con ramas gruesas ascendentes y retorcidas

que solo crecen por arriba de los 25 metros (Garcia, 2014). Exige luz, pero tolera la sombra en su



etapa juvenil, lo cual se debe a que se desarrolla en zonas con otras numerosas especies de arboles

de gran tamafio. Viven por més de 50 afios (Universidad Andina Néstor Céceres Velasquez, 2023).

La tala ilegal ha provocado una dréstica disminucion de la caoba a nivel mundial. Se conoce
como "oro rojo" en la Amazonia debido a su valioso tono rojizo y la robustez de sus troncos, la
caoba se ha convertido en una de las maderas tropicales més apreciadas y demandadas, con
exportaciones que superan los 99 millones de dblares anuales, segin la CITES. En Ecuador, la
demanda de la fiebre por este recurso y la expansion de la frontera agricola ha llevado a la reduccién
de la poblacion de caoba en un aproximado de 4000 arboles, segun datos del MAE. Hasta el afio
2017, los ultimos remanentes se encuentran en las provincias de Pastaza y Morona Santiago,
mientras que, en otras, como Orellana, Napo y Sucumbios, se podria decir que la especie ha

desaparecido debido a la explotacion maderera en las décadas de los 80 y 90 (Sorgato, 2017).

Debido a esta situacion, es que en los Gltimos afios se han desarrollado y mejorado numerosas
técnicas de biotecnologia con el fin de mejorar el manejo y la conservacion de las especies

forestales mas amenazadas por acciones realizadas por el hombre. (Haines, 1992)

Es importante destacar que la caoba fue incluida dentro de la Convencion sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Flora y Fauna Silvestre en el apéndice |1, debido a su
alta explotacion con fines comerciales en Sudamérica (CITES, 2005). La extraccion en grandes
cantidades de su madera es lo que ha generado que se la catalogue como una de las especies
forestales mas amenazadas en el mundo (CITES, 2005). Especies de alto valor comercial y de

fuerte demanda en los mercados globales, son una gran oportunidad siempre y cuando se sepa



manejarlas, se las conserve de forma adecuada y se busca la elaboracion de productos de alto valor

agregado derivado de sus propiedades (Franco et al., 2019)

1.2.  Problema de investigacion

El arbol de Caoba (S. macrophylla) es una especie arbdrea de gran valor ecoldgico, cultural y
econdmico en Ecuador. Su presencia en los ecosistemas naturales es vital para la biodiversidad y
su valor cultural es significativo tanto a nivel local como nacional (Ministerio del Ambiente, 2017).
Se encuentra amenazada por la deforestacion, la fragmentacion del habitat y la explotacion ilegal,
lo que ha llevado a una disminucién preocupante de sus poblaciones naturales (Sorgato, 2017). El
establecimiento de un protocolo de cultivo in vitro podria contribuir a la conservacion de la especie
y a su preservacion a largo plazo (Hernandez & Barrales, n.d.). En la actualidad, la conservacion
de la Caoba en Ecuador se enfrenta a grandes desafios debido a la falta de métodos de conservacion
efectivos y reproducibles (Bacusoy & Macias, 2019). El cultivo in vitro representa una técnica
prometedora para la preservacion de especies vegetales amenazadas, pero su aplicacion especifica
a la Caoba aun necesita ser desarrollada y validada (Bacusoy & Macias, 2019). El establecimiento
de un protocolo de cultivo in vitro hasta la fase de callogénesis se presenta como un paso
fundamental para la reproduccion controlada de la caoba (Rebaza, 2020). Este protocolo permitiria
superar las limitaciones impuestas por las condiciones ambientales y las amenazas en su habitat
natural, que aseguren la preservacion de la diversidad genética y la disponibilidad continua de esta
especie para las generaciones futuras (Salgado, n.d.). Mas alla de su impacto en la conservacion,
un protocolo de cultivo in vitro establecido se elige como un recurso preciado para la investigacion

cientifica, con paso a oportunidades para estudios detallados sobre la biologia y la genética de la



caoba (TECNAL, n.d.). En el &mbito biotecnoldgico, la etapa de callogénesis ofrece la posibilidad
de generar callos, masas celulares indiferenciadas, que pueden ser utilizados para la propagacion
masiva de plantas, la obtencion de material genético uniforme y la exploracion de vias para la
mejora genética de la caoba, esto otorga nuevas perspectivas para su gestion sostenible y su uso en

aplicaciones biotecnoldgicas avanzadas (Maldonado, 2022).

1.3. Delimitacion

Ubicaciones geograficas de las zonas de recoleccion del material vegetal localizadas en el km 21

de la Via a la Costa.

llustracién 1. Ubicacién geografica de las zonas de recoleccion del material vegetal.

Coordenadas: -2.202041, -80.063164.
Fuente: Google Earth Maps, 2023



lHustracion 2. Ubicacion geogréfica de las zonas de recoleccion del material vegetal.

Coordenadas: -2.199813, -80.060371
Fuente Google Earth Maps, 2023

Se delimitara a todo lo que corresponde al Km 21 Via a la Costa desde la Ciudadela Oporto

hasta Valle Alto como ubicacién para tomar las muestras que aporten al trabajo experimental.

El estudio estara centrado en los arboles de Caoba presentes en un terreno del Km 21, pues
bien, en este entorno existen especies que han crecido naturalmente. Se realizaran protocolos de

desinfeccion y cultivo in vitro de hojas y explantes del arbol de Caoba.

Se utilizard como método de contraste de protocolos una revision sistematica en especies
provenientes de la familia de las Meliaceae para establecer un protocolo para la Caoba. Los
materiales para la investigacion son otorgados por la Universidad Politécnica Salesiana, quienes

proporcionaron uso de sus laboratorios, equipos y reactivos para realizar el experimento.

Los resultados de esta investigacion serviran para futuras referencias sobre protocolos para la
induccidn a la callogénesis de Swietenia macrophylla como una linea base de estudios futuros

para el desarrollo biotecnoldgico en la preservacion de su especie.



1.4.  Pregunta de investigacion

¢Que tipo de tejido vegetal y protocolo de induccion a callos son los mas adecuados para el
establecimiento de un protocolo de cultivo in vitro de Swietenia macrophylla a través de

callogénesis inducida?

1.5.  Objetivos generales y especificos

1.5.1. Objetivo general
Establecer un protocolo de cultivo in vitro de induccidn a callogénesis para la

conservacion de la caoba (Swietenia macrophylla) en el Ecuador

1.5.2. Objetivos especificos
e Describir las caracteristicas morfoldgicas del arbol de caoba (Swietenia macrophylla),
habitat y estado de conservacion.
e Validar protocolos de desinfeccion para el cultivo in vitro de segmentos nodales y hojas
del arbol de caoba (Swietenia macrophylla).
e Evaluar protocolos de cultivo in vitro con factores de induccion a callos de la Swietenia

macrophylla.

1.6. Hipotesis

Las condiciones de cultivo in vitro incluyendo la composicion del medio y las técnicas de
desinfeccion de explantes contribuyen a una respuesta positiva a la callogénesis de la caoba

(Swietenia macrophylla).



Capitulo 2

Marco tedrico

2.1.  Swietenia macrophylla (Arbol de Caoba)

2.1.1. Localizacién

La Swietenia macrophylla, conocida como caoba brasilefia, caoba de Honduras o solo
arbol de caoba, es un arbol tropical que se distribuye en América Central, América del Sury
ciertas partes del Caribe (Louman, 2001). Su habitat abarca altitudes de 0 a 1500 metros sobre el
nivel del mar, con condiciones climaticas que incluyen temperaturas minimas de 25 °C y
méaximas de 39 °C, y niveles de precipitacion que oscilan entre 2200 y 5000 milimetros (Instituto
Nacional de Bosques, 2017). Este arbol prospera en suelos profundos, no drenados, con
composiciones que pueden ser franco arcillosas o franco arenosas, y tiene una baja tolerancia

hacia la alcalinidad con una inclinacion hacia la neutralidad (CONABIO, 2004).

La caoba de Honduras es originaria de América Central, siendo paises como Honduras,
Nicaragua, Belice y Guatemala reconocidos por albergar bosques de caoba. Ademas, se encuentra
presente en diversas regiones de Suramérica, cobmo Peru, Colombia, Brasil, Venezuela, Ecuador y
Bolivia. En el Caribe, también se puede hallar en islas como Republica Dominicana y Cuba

(ESPOL, 2019).



2.1.2. Taxonomia
Swietenia macrophylla también Ilamado caoba de Honduras o caobo de hoja grande,
“aguano”, “zopilote” (NaturaLista Colombia, 2023) presenta la clasificacion taxonémica descrita

en la Tabla 1.

Tabla 1.

Taxonomia de la Caoba

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Meliaceae
Género: Swietenia

Elaborado por los autores, 2024

2.1.3. Descripcion
El arbol, perennifolio en cultivo debido a la disponibilidad constante de agua, alcanza
alturas de 35 a 50 metros 0 mas, es monoico, con una copa abierta y redondeada, y un tronco

recto y grueso, cilindrico, con contrafuertes (Sanchez, 2016).

Las hojas, que pueden ser alternas y tener pinnas opuestas o ocasionalmente tener pinnas
impares, tienen una longitud que oscila entre los 12 y los 40 cm, incluyendo el peciolo. Constan
de 3 a 6 pares de foliolos opuestos, poco peciolados, de forma lanceolada a ovada con base
asimétrica, margen entero y apice largo acuminado. Son de textura gruesa, de color verde oscuro
brillante en el haz y mas claras en el envés, con 8 a 12 pares de nervios laterales (Instituto

Nacional de Bosques, 2017).



Las flores, unisexuales y aromaticas, son verdoso-amarillentas, son actinomorfas, de 6 a 8
mm de didmetro, con céliz acopado y 5 I6bulos redondeados de 1 a 1,5 mm de largo (Instituto

Nacional de Bosques, 2017).

Los frutos son estructuras en forma de capsulas lefiosas, ya sea ovoides u oblongas, que se
mantienen erguidas y varian en tonalidades entre marron-grisaceo y marron rojizo. Tienen
dimensiones que oscilan entre los 12 y 18 cm de largo por 8 cm de ancho, y se abren mediante 4-
5 valvas al madurar. Cada fruto contiene alrededor de 35-60 semillas planas, de color marrén
castafio, de 1 cm de largo, con una prolongacion en forma de ala de 6 a 7 cm de longitud

(Sanchez, 2016).

2.14. Propiedades y Beneficios

No existen pruebas médicas solidas sobre sus beneficios, aun asi, la Swietenia
macrophylla ha sido por tradicion considerada para tratar afecciones como fiebre tifoidea, diarrea
y fiebre (Grupo de Trabajo de la Direccion de Planeacién y Politica Ambienta et al., 2018).
Investigaciones sugieren un posible potencial en el tratamiento de trastornos neurodegenerativos
y neuroinflamatorios. Se han empleado las semillas en terapias alternativas, alegando su eficacia
para el dolor de muelas, pero se ha informado de dafio hepatico o hepatotoxicidad asociado al

consumo de semillas crudas, molidas o en forma de capsulas (NaturalLista Colombia, 2023).

2.1.5. Habitat

Se encuentra en altitudes que oscilan entre 0 y 1500 metros sobre el nivel del mar, en
areas con temperaturas que varian desde 25 °C hasta 39 °C, requiere precipitaciones anuales que
van desde 2200 a 5000 mm y se adapta a suelos profundos, no drenados, donde predominan

francos arcillosos o francos arenosos (Sanchez, 2016). Necesita luz, aunque puede tolerar sombra
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durante su etapa juvenil y su capacidad para crecer en estas condiciones se debe a su desarrollo
en areas con abundantes especies de arboles de considerable tamafio. En los primeros afios de
vida, debe crecer a pesar de la limitada insolacion debido a otros arboles, hasta alcanzar una

altura que le permita destacarse entre ellos (Arroyo, 2021).

2.1.6. Enfermedades

Las enfermedades en especies arbdreas suelen ser comunes y en su cotidianidad no son
peligrosas si son tratadas a tiempo. La mayoria de estas enfermedades suelen ser ocasionadas por
plagas 0 microorganismos como hongos y levaduras, que depende mucho del habitat y entorno
donde se desarrolle la especie (Ajardina, 2021). En las hojas de Caoba suelen aparecer lo que se
conoce como manchas foliares, que pueden ser ocasionadas por luz solar, riego, o en la mayoria
de ocasiones por hongos (Cibrian & Garcia, 2008). El proceso comienza con la esporulacién de
los hongos, que ocasionan las manchas cuya ubicacion suele ser aleatoria y dispersa, ya que se
propaga a través de las lluvias. Estas pueden aparecer al inferior de las hojas o en el interior de la
planta donde hay mayor humedad. (Caoba Cuidados (Plantando, Fertilizantes, Enfermedades),

n.d.)

2.1.7. Hongos endofitos y enfermedades

Los hongos endofitos son organismos microscopicos que habitan en el interior de las
plantas sin causarles ningln dafio que establecen una relacion simbidtica con sus hospedantes, la
mayor parte del ciclo de vida de estos hongos se desarrolla dentro de los tejidos vegetales, donde

encuentran un ambiente favorable para su crecimiento. (Sanchez et al., 2013)

En los experimentos de cultivo in vitro de lefiosas, establecen que los hongos endéfitos

presentes en estas especies suelen ser hongos filamentosos, por ejemplo, Curvularia. (Bauer &
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Francis, n.d.). En la Caoba, se han realizado estudios que muestran la presencia de Hypocreales
(Trichoderma, Fusarium, Hypocrea) y Cladosporium, Alternaria, Cercospora, Aspergillus,

Penicillium, Rhizopus, Mucor. (Arguedas, 2007)

Las enfermedades en las plantas causadas por plagas o fitopatégenos son una limitante
para cualquier tipo de cultivo, que impide obtener los resultados deseados y el desarrollo integral
de la planta (Mufoz et al., n.d.). Los fitopatdgenos pueden ser huéspedes en la semilla, parte
vegetativa, frutos y las malezas del cultivo, de tal manera se establece la importancia de aplicar
formulaciones de cultivo in vitro con antifingicos para evitar el crecimiento microbiano

(Arnaldoa, 2017).

2.1.8. Estado de conservacion

La Swietenia macrophylla ha sido explotada desde la época colonial y se encuentra
clasificada como una especie vulnerable debido a su alta valoracion como madera a nivel
mundial, gracias a su durabilidad. Esta especie constituye una importante fuente de divisas para
Brasil y Bolivia, ya que poseen una industria significativa centrada en este recurso natural

renovable, lo que la convierte una de las mas destacadas en América Latina (Arroyo, 2021).

Legislacion politica y conservacion:

El 1 de noviembre del 2017 se presentd el Acuerdo Ministerial N° 090 respecto a la veda de la
caoba, este impide la utilizacion y venta de esta especie que esta en riesgo de desaparecer en los

proximos 10 afos, cito los siguientes articulos que dispone el Acuerdo ministerial N° 090:

“Art. 1.- Establecer en todo el territorio continental del Ecuador la veda de la especie Swietenia

macrophylla (caoba/ahuano), entendiéndose como tal la prohibicién de la corta de arboles y
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aprovechamiento de la referida especie, sus partes o derivados que se identifiquen de manera

facil, por el plazo de diez (10) afios.”

“Art. 2.- La veda de la especie Swietenia macrophylla (caoba/ahuano) se aplicara indistintamente
para las poblaciones existentes que se encuentren en bosque natural, regeneracion natural, arboles

relictos y otras formaciones vegetales silvestres.”

“Art. 3.- Se excluyen de este Acuerdo Ministerial las plantaciones forestales de especies CITES,

mismas que continan bajo la aprobacion de la Autoridad Ambiental Nacional.”

“Art. 4.- El incumplimiento a las disposiciones establecidas en el presente Acuerdo, sera

sancionado de conformidad con la normativa aplicable.”

En el Acuerdo Ministerial N° 090 se determinaron ciertas disposiciones generales las cuales cito

textualmente al Acuerdo:

“PRIMERA.- La Autoridad Ambiental Nacional, elaborara e implementara un Plan de Accion
para la conservacion y alternativas de manejo integral sostenible de los recursos naturales
existentes en las comunidades locales ubicadas en la zonas en las que se encuentran las
poblaciones naturales de la especie Swietenia macrophylla (caoba/ahuano), para fomentar e
impulsar en estas zonas, actividades de desarrollo sostenible como turismo ecologico,
investigacion, bioemprendimientos y biocomercio que permitiran aprovechar las oportunidades y

potencialidades de las comunidades locales.”

“SEGUNDA. - Durante el tiempo que dure la veda, la Autoridad Ambiental Nacional
implementara las acciones técnico-administrativas que permitan determinar la necesidad de

reducir o ampliar su vigencia.”
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La disposicion transitoria conforme al Acuerdo Ministerial N° 090 se determind lo siguiente:

“La Autoridad Ambiental Nacional priorizara la realizacion de estudios para conocer el estado
poblacional de la especie Swietenia macrophylla, para determinar si existe amenaza o riesgo de
extincion, Dichos estudios se realizaran en un plazo de tres (3) afios, contados a parte de la

suscripcion el presente acuerdo ministerial.”

Si no hay estudios técnicos adecuados disponibles, este acuerdo seguira en efecto por otros cinco
(5) afios. Respecto a la legislacién y politica de conservacion segun (Ministerio del Ambiente y

Granizo Tamayo, 2017)

2.1.9. Herborizacion

Una coleccion bioldgica se refiere a un banco de datos que forma parte del patrimonio
natural de un pais o region. Esta informacion es fundamental para diversas disciplinas, como la
ecologia, taxonomia, conservacion, entre otras (Velazquez Ramirez, 2018). Los herbarios son
ejemplos de colecciones bioldgicas que preservan plantas o partes de ellas, deshidratadas y
dispuestas en cartulinas, en representacion de conjuntos de plantas vasculares con raices, tallos y
hojas reales. Incluyen estructuras como hojas, flores y frutos, las cuales permiten su
identificacion taxondmica. Estas colecciones se organizan segun un sistema de clasificacion
determinado y se almacenan para su estudio y consulta (Cristin y Perrilliat, 2011; Arnelas et al.,

2012).

2.2. Cultivo In Vitro

El cultivo de tejidos vegetales engloba técnicas que buscan aislar una porcion de planta'y

proporcionarle condiciones fisicas y quimicas especificas para maximizar la expresién celular
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(Roca et al., 1991). Se requiere un riguroso protocolo de sanidad para evitar la contaminacion
microbiana durante el proceso (SAGARPA, 2017). El resultado del cultivo dependera de sus
objetivos, donde puede generar estructuras como callos o formas mas diferenciadas, tales como

tallos, raices u otros 6rganos (Morgan, 2011).

Esta herramienta posibilita la propagacién masiva de especies vegetales, que permite
adquirir plantas de alta calidad, libres de enfermedades y estables a nivel genético. Ademas, tiene
aplicaciones en la restauracion de plantas en riesgo de extincion, ingenieria genética,
fitorremediacion, entre otros usos, con un uso minimo de espacio y tiempo necesarios en

comparacion con tecnicas tradicionales de cultivo (Segui, 2011, pag 291).

En el &mbito del cultivo in vitro de especies vegetales lefiosas, se emplean diversas
técnicas para lograr con éxito el cultivo de un explante (Alcantara et al., 2017). Sin embargo,
segun Perugorria, exigen técnicas complejas para este procedimiento debido a los problemas de

oxidacion y ambientacidn que sufren este tipo de especies.

La organogénesis y la embriogénesis directas son procesos que generan brotes, raices o
flores y embriones somaticos, respectivamente, a partir de tejido vegetal. En contraste, la
morfogénesis indirecta, también conocida como diferenciacion de drganos a partir de callos,
comienza con la siembra de un explante in vitro, lo que conduce a la proliferacién desordenada

de células y la formacién de callos o suspensiones celulares. (Radice, 1997).

2.2.1. Medios de cultivo en especies lefiosas

Un medio de cultivo se puede definir como una combinacion de sales inorganicas y

compuestos organicos esenciales para la nutricién y manipulacion de los cultivos (ArgenBio,
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2004). Este medio, por lo general, debe contener macronutrientes, micronutrientes, vitaminas,
aminoacidos, azUcares y gelificantes. La composicién especifica puede variar segun el genotipo

de la planta y los objetivos de la investigacion.

El avance de diferentes tacticas en el cultivo de tejidos se basa en la habilidad de las células
vegetales para regenerar una planta completa, que sea idéntica a la original o de acuerdo con lo
deseado, la formacion de callos. Esto se logra mediante la introduccion de hormonas de
crecimiento, tales como auxinas y citoquininas, que desencadenan una serie de respuestas en las
células vegetales. Estas respuestas, a su vez, provocan cambios significativos en procesos
metabdlicos, genéticos y morfoldgicos, con el fin de obtener resultados de interés en el ambito de

la investigacion (Perea, 2009).

Las especies lefiosas manifiestan grandes desafios al momento de establecer un protocolo
de cultivo in vitro debido a una serie de factores tales como las caracteristicas propias de las
lefiosas a las cudles se atribuye su lento crecimiento, la complejidad de su estructura celular, su
rapida oxidacién y la produccion de metabolitos secundarios que las hacen mas susceptibles a la

contaminacion y dificultan su desarrollo en condiciones artificiales.

A esto se suman las limitantes del proceso in vitro en si, como la necesidad de un medio de
cultivo especifico para cada especie, el control exacto de las condiciones ambientales y la
manipulacion cuidadosa de los explantes para evitar dafios y necrosis (Castillo, 2004). La
eleccion del explante adecuado, su estado fisioldgico y la sanidad del material vegetal también

son aspectos criticos por considerar (ArgenBio, 2004).



16

Los mejores medios para el desarrollo de estas especies son el medio Murashige & Skoog

(MS) y el medio WPM (Wood Plant Medium). (Pérez et al., 2006)

El medio Murashige y Skoog (MS) es recomendado en investigaciones de siembra de
tejidos vegetales debido a su facilidad y versatilidad, este medio se originé con el cultivo in vitro
de tabaco como modelo, que utiliza un enfoque cuantitativo para determinar las concentraciones
Optimas de nutrientes (Krikorian, 1991). Aunque es apto para la mayoria de las especies y muy
utilizado, es necesario averiguar las necesidades y condiciones de la especie que se va a estudiar
para poder formular de manera adecuada el medio de cultivo (Universidad Abierta y a Distancia

de México, n.d.).

Las plantas no pueden subsistir solo con aire y agua; necesitan varios elementos quimicos
que se obtienen de las sustancias minerales en el suelo a través de su sistema radicular, aunque
estos elementos representan solo una pequefia fraccion del peso anhidro de la planta en el rango
del 2-10%, siguen siendo vitales para el bienestar del vegetal (Pérez, 2017, pag 6). Los elementos
esenciales que todas las plantas requieren y que se encuentran en los fertilizantes comunes
también forman parte de los medios de cultivo (Pérez, 2017). Los componentes son: Nitrégeno
(N), Fosforo (P), Potasio (K), Azufre (S), Calcio (Ca), Magnesio (Mg) y Hierro (Fe). Ademas, se
incluyen los elementos menores, esenciales pero requeridos en cantidades muy pequefias, como
Boro (B), Molibdeno (Mo), Manganeso (Mn), Cobalto (Co), Zinc (Zn), Cobre (Cu), Cloro (Cl) y

Yodo (I) que forman parte del medio MS (Arroyo, 2021).

En los medios, se suele emplear sacarosa en concentraciones que oscilan entre el 2%y el

5%. La utilizacion de una fuente de carbono es crucial, ya que los explantes no son en su
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totalidad autétrofos y no pueden satisfacer sus necesidades mediante la fotosintesis cuando se

encuentran in vitro. (Segretin, 2013)

Es posible que sea necesario incorporar ciertas vitaminas al medio de cultivo para
promover el desarrollo de los cultivos in vitro, es asi como la tiamina (B1), piridoxina (B6) y
acido nicotinico pueden promover el desarrollo y crecimiento de los cultivos al adicionarse en el

medio (Krikorian, 1991).

Otros compuestos organicos utilizados por lo regular en el cultivo de tejidos incluyen
inositol, adenina, sulfato de adenina, acido citrico y acido ascorbico (para prevenir la oxidacion
de los tejidos). (Arroyo, 2021). Los antioxidantes son aquellas sustancias utilizadas dentro de un
medio de cultivo in vitro que retarda o previene la oxidacién en explantes y favorecen su
desarrollo. Sin embargo, es importante tener en cuenta que una alta concentracion o un

desequilibrio en estos, puede ser toxico para las plantas y/o explantes. (Garcia et al., 2001)

El &cido ascorbico disminuye el estrés oxidativo de las células del explante cultivado in
vitro e induce su respuesta al crecimiento, de igual forma evita la fenolizacion de los explantes,
es decir que los tejidos vegetales se tornen oscuros por la oxidacién de compuestos fendlicos

liberados por el dafio de celular generado por el corte. (Mora, 2011)

El carbon activado tiene un efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas ya que atrapa
diferentes tipos de moléculas, sustancias en exceso como los inhibidores de crecimiento, lo que
favorece diferentes procesos de morfogénesis y la respuesta en el cultivo de tejidos. (Vaca et al.,

2018)



18

Los cultivos vegetales indiferenciados se generan a partir de 6rganos o tejidos organizados
cultivados en un medio nutritivo adecuado, ya sea solido o liquido. En medios sélidos, se generan
agrupaciones celulares més o menos densas, denominadas callos, mientras que en medios
liquidos se desarrollan suspensiones celulares con células independientes o agrupadas. La
eleccion entre cultivo liquido y solido depende de la especie en cuestion. El agar, extraido de
diversas algas marinas, es el gelificante mas utilizado en el cultivo in vitro, con una aplicacion
general en concentraciones entre 0,6% y 0,8% para evitar una solidificacion excesiva (ArgenBio,

2004).

2.2.2. Condiciones de crecimiento

El crecimiento de las plantas esté influenciado por el pH del medio, siendo éptimo entre 5y
6.5, aunque existe variabilidad segun la especie (Kluepfel et al., 2016). Aunque el pH no afecta el
desarrollo de los explantes, puede limitar el crecimiento o influir en la diferenciacién celular o

formacion de callos. (Pelacho et al., 2005).

La temperatura ideal para un cultivo in vitro oscila entre los 25°C hasta los 28°C,
permitiendo el desarrollo del explante (Perea, 2009). La luminosidad también juega un papel
importante en el desarrollo del tejido y es importante considerar que cada especie puede tener una
respuesta distinta ante el estimulo de luz para la formacion de callos, algunos se forman en

periodos de luz, y otros en completa oscuridad. (Rosas, 2022)

2.3. Fases del cultivo in vitro
El proposito del cultivo in vitro posibilita una variedad de cambios fisiologicos, genéticos y

morfoldgicos en la regeneracion de tejidos vegetales mediante el uso de reguladores de
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crecimiento, los mismos que alteran procesos metabolicos y resultan en logros significativos en el

desarrollo vegetal (Perea, 2009).

2.3.1. Fase 0: Fase preparativa

Durante este periodo, los procesos clave que se controlan son la seleccion, el aislamiento y
la descontaminacion de los explantes (Nieto & Valdivieso, 2013). Es fundamental que las plantas
seleccionadas exhiban caracteristicas importantes para el proceso. Se recomienda contar con
plantas sanas, vigorosas y estables para no alterar los procesos in vitro. Los tejidos utilizados
suelen ser jovenes y/o segmentos nodales en crecimiento activo. Una vez seleccionada la planta

madre y los tejidos a utilizar, se procede con su desinfeccion (Castillo, 2004).

El punto critico de un cultivo in vitro radica en la esterilizacion del explante, dado que
cuando se trata de establecer los cultivos, la contaminacion microbiana es muy probable. El
ambiente establecido para el explante en el medio de cultivo, junto a las condiciones de
incubacion es adecuado para la proliferacion de muchos microorganismos que provocan la
destruccion de los cultivos, aungue en el mejor de los casos no destruyan el cultivo, pero si

compitan con este por los nutrientes del medio. (Cultivo De Tejidos Vegetales, 2012)

El protocolo de desinfeccidn tiene como objetivo asegurar un crecimiento 6ptimo del
material vegetal, en especial cuando proviene de areas silvestres (Garcia et al., 2015). Se emplean
detergentes y desinfectantes para penetrar en el tejido y eliminar cualquier agente contaminante.
Dado que no todos los explantes requieren el mismo proceso de desinfeccidn, se disefian
tratamientos variados, incluidos insecticidas, fungicidas y bactericidas (Zaldua, 2024). La
desinfeccion implica lavado con agua corriente, inmersién en etanol al 70%, concentraciones

variables de hipoclorito de sodio o hipoclorito de calcio mas adicion de Tween 80 para que el
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hipoclorito pueda penetrar mejor en el tejido, y para finalizar un enjuague posterior con agua

destilada estéril (ArgenBio, 2004).

2.3.2. Fase 1: Establecimiento in vitro

Después de la desinfeccion de explantes, se colocan en completa esterilidad, en un medio
de cultivo, dando inicio al proceso de regeneracion de tejidos vegetales en un ambiente
controlado. Para su establecimiento completo, se ubican en una sala de incubacion que

mantengan las condiciones necesarias para su regeneracion. (Arroyo, 2021).

2.3.3. Fase 2: Multiplicacion

Esta etapa tiene como objetivo mantener y aumentar la cantidad de callos para los
subcultivos sucesivos y destinar parte de ellos a la siguiente etapa de produccion. Se pueden dar
dos vias de regeneracién, organogénesis y embriogénesis, de forma directa o indirecta, siendo

esta Ultima la formacién de callo, inducida por altas concentraciones de auxinas (Perea, 2009).

2.4. Callogénesis

La callogénesis es el proceso de formacion de callo, es decir tejido vegetal amorfo,
desorganizado, que se origina a partir de células indiferenciadas del explante ya que tiene la
capacidad de dividirse y proliferar en un medio de cultivo adecuado, dando lugar a la formacion

de nuevas plantas (Rodriguez Bearud, 2014).

Reguladores de crecimiento para induccion de callos

Los reguladores de crecimiento conocidos como hormonas o fitohormonas son
componentes clave que determinaran el tipo de respuesta morfogénica de un explante en el

cultivo in vitro, con una regulacion del metabolismo durante el crecimiento y desarrollo de la
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planta (Alcantara et al., 2019). Para lograr resultados dptimos, es crucial utilizar diferentes tipos
de hormonas debido a las interacciones entre ellas. Entre los principales reguladores de
crecimiento para la formacion de callos se incluyen auxinas y citocininas (Fichet, n.d.). La alta
concentracion de auxinas conduce a la formacion de callo, un ejemplo de estas conocido como
acido 3-indolacético (IAA), es el compuesto mas abundante y con una fisiologia relevante.
También existen auxinas sintéticas con actividad similar a las naturales, como el &cido

naftalenacético (ANA) y el &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Garay et al., 2014).

Las citocininas son derivados de la base adenina con varias sustituciones en su posicion
N6, donde ha mostrado un efecto hormonal cuando se inducen junto con auxinas, lo que resulta
en diversos tipos de morfogénesis, el agente BAP (Bencil Amino Purina) puede utilizarse en

distintas concentraciones de 0,1 mg/I hasta 10 mg/l. (Jordan & Casaretto, 2006).

Estas sustancias promueven la division celular y regulan el crecimiento y desarrollo de los
tejidos vegetales (Segretin, 2013). Se pueden usar en combinacién o por separado, donde de
acuerdo con cada especie se realiza un estudio para conocer la concentracion mas adecuada

(Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco, 2021).
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Capitulo 3

Materiales y métodos

3.1. Materiales

Se emplearon variados insumos fundamentales en el laboratorio con el fin de ejecutar de
manera efectiva las diferentes actividades que se describen en los procedimientos metodoldgicos
siguientes. En el Anexo 1, se presenta el inventario de materiales empleados en el proceso de
herborizacion y posterior a ello, de cultivo in vitro, junto con la relacion de materiales,
instrumentos y reactivos esenciales para la segunda etapa de la investigacion en el entorno de

laboratorio (Anexo 2).

3.2. Metodologia de investigacién
La investigacién de esta tesis adopta un enfoque de campo, investigativo y experimental,
donde en la fase de investigacion, se realiza la recopilacién de datos y fundamentacion tedrica de
manera exhaustiva de la literatura especializada que se enfocé en la consulta de papers y articulos
cientificos en base a nuestro tema de interés; su taxonomia y caracterizacion y las diversas

técnicas de propagacion in vitro de la Swietenia macrophylla.

3.3. Localizacién del ensayo
La eleccion estratégica del laboratorio de Biotecnologia Vegetal en el campus Maria
Auxiliadora de la Universidad Politécnica Salesiana con la finalidad de llevar a cabo este estudio
sobre la propagacion in vitro para inducir la callogénesis en la Swietenia macrophylla (caoba)
demostro la importancia de la localizacion en la ejecucion del experimento. La conveniencia de

esta ubicacion radicé en los recursos otorgados por la universidad, con un beneficio al desarrollo
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de la investigacion gracias a su infraestructura avanzada y los recursos especializados
proporcionados por el laboratorio, que incluyen condiciones controladas de temperatura,
humedad y equipos adecuados. La ubicacion en el campus Maria Auxiliadora no solo facilito el
acceso a instalaciones especializadas, sino que también permitio la colaboracion con expertos en
fitopatologia y biotecnologia, que cuenta con un entorno propicio para el avance de la

investigacion en esta area especifica.

3.4. Seleccidn, colecta y transporte del material vegetal

Las muestras de Swietenia macrophylla (Caoba), se colectaron en la provincia del Guayas,
cantén Guayaquil, parroquia Chongdn, en el restaurante Bonanza ubicado en Via a la Costa Km

21 en las siguientes coordenadas Latitud 2°11'59.4"S 80°03'37.3"W.

Parroquia de Chongén Restaurante Bonanza

llustracion 3. Mapa de la zona de la parroquia Chongén y foto del restaurante Bonanza.
Nota: Google maps (marzo, 2023); realizado por los autores (2023)

Se llevd a cabo un estudio en la region de Via a la costa, desde el campus Maria

Auxiliadora hasta el Km 21, con el fin de identificar la presencia del arbol de Caoba. Esta
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evaluacion permitio detectar areas especificas que albergaban este arbol que facilitan la seleccion
precisa del material vegetal requerido para el estudio. La seleccion de esta especie se basa en su
valor y estado de conservacion actual. Se eligié como muestra vegetal para el ensayo, brotes
jévenes en constante crecimiento ya que la edad fisiol6gica del arbol juega un papel importante
en la formacion celular y en la respuesta en el cultivo in vitro, mientras mas joven sea el explante,
mas rapida sera su adaptacion, lo que permite obtener resultados con base al experimento a

desarrollar. (Salgado, n.d.)

3.5. Herborizacién del arbol de Caoba

El material vegetal para la herborizacion de Caoba fue elegido en la época del afio entre
enero y febrero, se recolectaron hojas y semillas, dado que las flores crecen en los periodos de
octubre a noviembre (Universidad de Simon Bolivar, 2010). Segun la metodologia de Veladzquez
Ramirez (2018), se eligié material vegetal con hojas grandes para evitar la deformacion de la
muestra durante el proceso de prensado y secado. Se utiliz6 alcohol al 70% para preservar la
muestra antes del prensado, el secado del material se realiz6 en ambiente externo y temperatura

ambiental para su posterior herborizacion en cartulina.

Para identificar la especie se utilizd tanto la planta herborizada como partes de planta
fresca y se comparé con fuentes bibliogréaficas y repositorios de herbarios certificados como
Herbari Virtual de Mediterrani Occidental, International Plant Names Index (IPNI), Herbario

Luis Fournier Origgi.
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Se afiadio la ficha botéanica, donde aparece toda la informacion taxonémica, datos de la
localidad, caracteristicas de la planta, colectores, fecha de coleccién y datos del proyecto de

investigacion. (Herborizacion De Muestras, 2017).

3.6. Evaluacion de reactivos para el cultivo in vitro

En esta etapa se analizaron concentraciones y tiempos en el que los explantes estan
expuestos a los reactivos, antes de la evaluacion de protocolos de desinfeccion. Los reactivos
fueron analizados para asegurar la integridad del tejido vegetal y poder prevenir su muerte, con el
fin de obtener tejidos viables para su establecimiento in vitro (Borgues et al., 2009). Los 6rganos
vegetales evaluados en esta fase fueron hojas y segmentos nodales de Swietenia macrophylla.
Los reactivos analizados fueron: alcohol etilico al 96% - 70%, tween 80, hipoclorito de sodio,
hipoclorito de calcio, fungicida, jabdn neutro, en base a protocolos de desinfeccién ya
establecidos de acuerdo con los autores (Rojas & Hines, 2019) y (Vergara, 2016) en especies

lefiosas.

3.7. Protocolo de desinfeccion
Se utilizan tres tipos de desinfectantes a diferentes concentraciones (hipoclorito de sodio,
alcohol al 96% - 70% e hipoclorito de calcio) mas adicion de Tween 80 y se evaluaron dos

protocolos de desinfeccion para segmentos nodales, obtenidos de los brotes del arbol de Caoba.

3.7.1. Tratamientos
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Se realizaron los tratamientos de desinfeccion de acuerdo con los protocolos establecidos
para hojas y segmentos nodales, segin Rojas & Hines (2019), en un estudio realizado para la

micropropagacion de clones del arbol de Caoba.

Los explantes fueron sometidos a limpieza mecanica (Tabla 2) para quitar cualquier

impureza presente en la superficie y se enjuagé con abundante agua de grifo (Rebaza, 2020).

Tabla 2.

Desinfeccion de segmentos nodales

Desinfeccion de segmentos nodales

Desinfectante Tiempo
Limpieza con jabon neutro 10 min
Inmersion en alcohol al 96% 3 min

Inmersidn en hipoclorito de sodio al 3% + 3 gotas de Tween 80 10 min

Elaborado por los autores, 2024

En condiciones asépticas dentro de una cabina de flujo laminar (BioAir Aura HZ48T), se
procedid a enjuagar con agua destilada estéril y se realizaron cortes de los extremos de los
explantes para evitar la siembra de material vegetal con dafio por accion del desinfectante
(Vergara, 2016). Por altimo, los segmentos nodales fueron trasplantados a tubos de ensayo que
contengan medio de cultivo MS con sus respectivos tratamientos, y fueron llevados al cuarto de

incubacion para su desarrollo y posterior evaluacion (Aguilera et al., 2021).

El segundo protocolo (Tabla 3) inicié con una inmersion en una mezcla de agua y jabén
liquido neutro, se cepillaron con delicadeza para eliminar cualquier contaminante superficial.

Subsecuente, se enjuagaron con abundante agua y después se rocio alcohol al 70% para
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desinfectar (Rojas & Hines, 2019), se sumergio en una mezcla de hipoclorito de calcio Ca(ClO)2

i.a+0.1% de tween 80 y cuatro lavados c en la camara de flujo laminar. (Rojas & Hines, 2019)

Tabla 3.

Segundo protocolo de desinfeccion para segmentos nodales.

Segunda desinfeccion de segmentos nodales
Desinfectante Tiempo
Inmersidn en agua + jabon neutro en agitacion 10 min

Cepillado y enjuagado con agua de grifo -
Inmersidn en hipoclorito de calcio al 15% + 10 gotas de tween 80 20 min
en agitacion

4 enjuagues con agua destilada estéril en cAmara de flujo laminar 2 min c/u

Elaborado por los autores, 2024

Posterior a esto, los segmentos nodales fueron transferidos a tubos de ensayo que
contienen el medio de cultivo MS formulado con fungicida de acuerdo con el tratamiento
correspondiente, seran colocados en la sala de incubacion para que crezcan y sean evaluados

luego de cinco dias (Rojas & Hines, 2019).

Se realizé una desinfeccién mecénica en hojas con jabdn neutro y abundante agua del
grifo (Tabla 4). Los explantes fueron sumergidos en una solucién del fungicida-bactericida
comercial Citrosan. Después, se trasladaron a la cabina de flujo laminar para someterlos a

inmersion en NaClO al 1%. Luego de estas etapas, se realizaron tres enjuagues con agua destilada



estéril antes de proceder a la siembra en los recipientes que contienen el medio de cultivo

(Marulanda & Gutiérrez, 2023)

Tabla 4.

Desinfeccion de hojas

Desinfeccién de hojas

Desinfectante Tiempo
Cepillado con jabon neutro y enjuagado con agua de grifo -
Inmersion en fungicida Citrosan al 1% 20 min
Inmersion en hipoclorito de sodio al 1% 10 min
Enjuagues con agua destilada estéril en cdmara de flujo 1 min c/u
laminar
Elaborado por los autores, 2024
3.8. Adaptacién al medio de cultivo para la induccion de callos
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El medio de cultivo que se usé fue el Murashige y Skoog (MS) para el establecimiento de

callos (Ramos, 2012). Se evalu6 la concentracion de sacarosa, auxina 2,4-D y periodos de

luminosidad para la formacién de callos en los explantes (hojas y nudos) para seleccionar la

Optima (Rosas, 2022). El pH del medio se ajust6 a un pH entre 5,6 - 6,0 para luego ser

enriquecido con 13 g/L de Agar y carbdn activado, las fitohormonas y las distintas

concentraciones de sacarosa al medio (Cardenas et al., 2023). Después, los medios de cultivo

fueron esterilizados en autoclave por 30 min a 121°C al igual que todos los materiales e

instrumentos de laboratorio. Los tratamientos se encuentran ilustrados en las siguientes tablas 5y

6.
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Tabla 5.

Tratamiento de segmentos nodales

Tratamientos (Total de réplicas= 36)

Fotoperiodo (16/8) Oscuridad
Segmentos nodales Segmentos nodales
0% 2% 8% Medio 0% 2% 8%
Sacarosa 1 1 1 MS+1 | Sacarosa | 1 1 1
mg/l
1 1 1 BAP + 1 1 1
1 1 1 Carbon 1 1 1
A +
Agar
Total 9 Total 9
0,5mg/l | 1mg/l | 1,5mg/l | Medio 0,5 1mg/l | 1,5mg/l
M.S + 30 mg/I
2,4-D 1 1 1 ar 2,4-D 1 1 1
Sacarosa
1 1 1 + Carbon 1 1 1
1 1 1 A+ 1 1 1
Agar
Total 9 Total 9

Elaborado por los autores, 2024

Tabla 6.

Tratamiento de Hojas

Tratamientos (Total de réplicas= 36)

Fotoperiodo (16/8) Oscuridad
Hojas Hojas
0% 2% 8% Medio 0% 2% 8%
1 1 1 MS+1 1 1 1
Sacarosa 1 1 1 mg/l Sacarosa 1 1 1
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1 1 1 BAP + 1 1 1
Carbon
A +
Agar
Total 9 Total 9
0,5 mg/l 1 mg/l 1,5 mg/l Medio 0,5 1 mg/l 1,5 mg/l
MS + 30 mg/I
2,4-D 1 1 1 ar 2,4-D 1 1 1
1 1 1 Sacarosa 1 1 1
+ Carbon
1 1 1 A+ 1 1 1
Agar
Total 9 Total 9

Elaborado por los autores, 2024

Se evaluo la sacarosa a concentraciones de 0%, 2% y 8% para determinar la
concentracion dptima en segmentos nodales y hojas de brotes de Caoba. Se adiciono la

citoguinina BAP a concentracion de 1 mg/L como inductor de callos. (Barbdn, 2006)

En el tratamiento con la auxina 2,4-D no fue adicionada la citoquinina BAP, al medio MS
le fue afiadido 30 gr de sacarosa y distintas concentraciones de la auxina a 0,5 mg/L - 1 mg/L -

1,5 mg/L. (Hernandez, 2021)

Para el segundo experimento, donde fueron evaluados los segmentos nodales se formuld
un medio con fungicida comercial (Phyton) y sulfato de estreptomicina presente en varios
fungicidas agricolas. El resto de los componentes siguen siendo los mismos evaluados en el

primer experimento (Medio MS formulado con carbdn activado y de acuerdo con cada
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tratamiento, sacarosa y 2,4-D). Se llevaron los explantes a cabina de flujo laminar y se sembraron

en cada tratamiento, de acuerdo con sacarosa, 2,4-D y tiempos de luz (Rojas & Hines, 2019).

Tabla 7.

Segundo experimento con segmentos nodales

Tratamientos (Total de réplicas= 36)

Fotoperiodo (16/8) Oscuridad
Segmentos nodales Segmentos nodales
0% 2% 8% Medio MS + 1 0% 2% 8%
1 1 1 mg/l BAP + 1 1 1
Sacarosa Carbon A+ Sacarosa
1 1 1 Sulfato de 1 1 1
1 1 1 estreptomicina + 1 1 1
Fungicida Phyton
+ Agar
Total 9 Total
0,5 mg/l 1 mg/l 1,5 | Medio MS + 10 gr 0,5 1 mg/l 1,5 mg/l
mg/l Sacarosa + mg/l
2,4-D 1 1 1 Carbon A. + 2,4-D 1 1 1
Sulfato de
1 1 1 estreptomicina + 1 1 1
1 1 1 Fungicida Phyton 1 1 1
+ Agar
Total 9 Total

Elaborado por los autores, 2024

Luego de la desinfeccidn, en cabina de flujo laminar se cortaron los explantes (segmentos

nodales y hojas) en fragmentos de una longitud entre 2 a 5 cm y se colocaron 3 fragmentos de

hojas en cada caja petri, de igual manera 1 segmento nodal en cada tubo de ensayo (Vergara,

2016). De manera inmediata, los explantes fueron sembrados en el medio de cultivo e incubados

a una temperatura entre 25°C a 28°C, a oscuridad constante y fotoperiodos 16/8 horas para

identificar la condicion de luminosidad optima en el proceso de induccion a callo. (Rosas, 2022)
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3.8.1. Factores de estudio

Primera evaluacion (Hojas y segmentos nodales)

a) Concentraciones de sacarosa: 0% - 2% - 8%
b) Concentraciones de 2,4-D: 0,5-1-1,5mg/L

c) Tiempos de luz: Oscuridad total - Fotoperiodos 16h luz - 8h oscuridad
Segunda evaluacion (Segmentos nodales)

a) Concentraciones de sacarosa: 0% - 2% - 8%
b) Concentraciones de 2,4-D: 0,5-1-1,5mg/L

c) Tiempos de luz: Oscuridad total - Fotoperiodos 16h luz - 8h oscuridad

3.8.2. Unidad experimental
Para los nudos y hojas, la unidad experimental esta conformada por 36 cajas petri con 20
ml de medio para hojas con 3 fragmentos de hoja por caja, y 36 tubos de ensayo para segmentos

nodales con 1 fragmento por cada tubo de Caoba de acuerdo con cada tratamiento.

La segunda siembra respecto al segundo experimento, solo se realizd con segmentos
nodales, la unidad experimental fue conformada por 12 tubos de ensayo con 25 ml de medio para

fotoperiodo 16/8 y 12 tubos de ensayo para oscuridad total de acuerdo con cada tratamiento.

3.9.3 Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados usando el programa StatGraphics Centurion, usando
como herramientas el andlisis de varianza simple (ANOVA) con una significancia del 95%. El
analisis no paramétrico para K de muestras independientes (Kruskar Wallis) con una

significancia del 95%.
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3.9. Variables y métodos de evaluacion sobre la induccion a callos

3.9.1. Formacion de callos
Se realiz6 mediante observacion visual cada 7 dias durante 5 semanas. Se califico la

ausencia y la formacion de callos de acuerdo con la escala detallada en la siguiente tabla.

Tabla 8. Descripcion de la escala empleada por (Hernandez et al., 2021)

Grado Induccion de callos Observacion
0 El callo no se formé -
1 Formacion ligera del callo Débil proliferacion

Proliferacion de células por
2 Formacion del callo todos los bordes del explante
sin llegar a formar una masa

3 Abundante formacion del Formacion de una masa
callo voluminosa de callos
Elaborado por los autores, 2024
3.9.2. NUmero de callos por explante/tratamiento

El nimero total de callos formados fueron contabilizados cada 7 dias mediante
observacion visual por 5 semanas. Se califico la ausencia de callos con el valor 0 y de presencia

con el valor numérico 1.
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Capitulo 4

Resultados y discusion

4.1 Descripcion morfolégica de las hojas y semillas de S. macrophylla
Se realizé una descripcién morfologica de las hojas y semillas de caoba, segun los

parametros botanicos que corresponden a una publicacion del Instituto Nacional de Bosques de
Guatemala (Instituto Nacional de Bosques, 2017). Se observd hojas compuestas, paripinnadas,
que contienen entre 3 a 5 pares de foliolos con un diametro de longitud que varia entre los 8 a 15
cm. Se pudo determinar que la textura de las hojas es coriacea en ambas superficies, es decir, que
mantiene una textura similar al cuero, dura y resistente, lisa al tacto y gruesa (Sanchez, 2016). El
margen de las hojas es entero y poco curvado hacia arriba. La nervadura de las hojas es pinnada,
con el nervio central prominente y el peciolo de las hojas mide entre 2 y 5 cm de largo, glabro

(que carece de vellosidad en la superficie). En la ilustracion 4 se aprecia la descripcion realizada.

lustracion 4. Muestra botanica, hojas de Swietenia macrophylla.

Elaborado por autores, 2024
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También se logré determinar las caracteristicas del fruto de S. macrophylla, en donde se
observo una cépsula lefiosa, dura, de forma ovoide, con un tamafio que varia entre 12 'y 22 cm de
largo y 6 a 10 cm de ancho segin medicidn con regla, esto concuerda con investigaciones
realizadas por los autores (Flores, 2010). Su color es marrén rojizo, y se abre desde la base en
valvulas, que coincide con la descripcion en la publicacion del Instituto Nacional de Bosques
(Instituto Nacional de Bosques, 2017). Las semillas se ubican en su interior, que son de forma
irregular y alargadas, de color canela de 1 cm de largo aproximadamente y con un ala que mide

entre 6 y 7 cm como se observa en la siguiente ilustracion.

lustracion 5. Muestra botanica, semillas de S. macrophylla

Elaborado por autores, 2024

4.2. Comparacion de las muestras herborizadas
Se revisaron datos de herbarios en linea para comparar las caracteristicas morfologicas de

la especie en estudio con otras especies similares. Esto se hizo con el fin de identificar y
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confirmar las caracteristicas de la especie en cuestion. Para determinar que las hojas poseian la
forma correspondiente a la especie Swietenia macrophylla se realizaron comparaciones en
distintos repositorios digitales que conserven la muestra vegetal. Se determin6 que la distribucion
paripinnada de los foliolos concordaba con la distribucion foliar, incluyendo la nervadura de la
especie de las muestras de la coleccion de datos (Anexo 3) de la Red de Herbarios del Noroeste
de México, con una especie proveniente de Florida (University of Florida Herbarium (FLAS),

2014) y de Puerto Rico (Arizona State University Vascular Plant Herbarium, 2008).

Para el fruto y semillas de la especie (Anexo 3) se realiz6 la misma revision bibliogréfica
basada en la observacién de las muestras conservadas. Se logré observar la similitud en el fruto y
semillas de acuerdo con el repositorio digital Field Museum Botanical Collection, con una

muestra herborizada proveniente de Perd.

4.3. Desinfeccion de explantes

Tabla 9.

Desinfeccion de hojas con Hipoclorito de Sodio

Tratamientos Réplicas (unidades) Resultados (unidades)

Sacarosa (%) Contaminacién Explantes Explantes
fangica muertos Vivos

0 6 5 0 6

2 6 6 0 6

8 6 6 0 6

2,4-D (mg/l)

0,5 6 5 0 6
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1 6 6 0 6

1,5 6 6 0 6
Elaborado por los autores, 2024

Tabla 10.

Desinfeccion en segmentos nodales con Hipoclorito de Sodio

Tratamientos Réplicas (unidades) Resultados (unidades)

Sacarosa (%) Contaminacion Explantes Explantes
flngica muertos Vivos

0 6 5 0 6

2 6 6 0 6

8 6 6 0 6

2,4-D (mg/l)

0,5 6 5 0 6

1 6 5 0 6

15 6 6 0 6

Elaborado por los autores, 2024

De acuerdo al primer protocolo de desinfeccion realizado en hojas y segmentos nodales, a
partir del quinto dia de siembra se presentd contaminacion fungica como se evidencia en las
tablas 9 y 10. Se determind la presencia de hongos filamentosos en el tratamiento de fotoperiodo,
donde de las 36 réplicas 10 presentaron contaminacion mayoritaria desde un inicio, de igual

forma se pudo evidenciar la presencia de la contaminacion en proporciones altas en el
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tratamiento de sacarosa comparado con el tratamiento de 2,4-D. Segun el estudio realizado por
Arroyo en 2021, las plantas que se desarrollan in vitro, debido a la baja intensidad luminica, no
pueden producir todo el azlcar que necesitan, por lo que se afiaden altas concentraciones de
sacarosa al medio de cultivo, pero puede resultar contraproducente debido a que es una fuente de

carbono directo para hongos enddéfitos (Sanchez et al., 2013).

En el Anexo 4 se encuentran los resultados de la desinfeccion por cada tratamiento. En
condiciones de oscuridad, al quinto dia solo 8 explantes se encontraban contaminados. Al
séptimo dia 69 de las 72 réplicas ya se encontraban contaminadas en su totalidad, siendo las
Unicas réplicas libres de contaminacion, aquellas correspondientes a los tratamientos de 0,5 a 1 de

2,4-D y 0% sacarosa después de los 30 dias de evaluacion en segmentos nodales.

Tabla 11.

Desinfeccion de segmentos nodales con Hipoclorito de Calcio

Tratamientos Réplicas (unidades) Resultados (unidades)

Sacarosa (%) Contaminacién Explantes Explantes
fangica muertos Vivos

0 6 6 0 6

2 6 6 0 6

8 6 6 0 6

2,4-D (mg/l)

0,5 6 6 0 6

1 6 6 0 6
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1,5 6 6 0 6
Elaborado por los autores, 2024

El tratamiento con hipoclorito de calcio evaluado en segmentos nodales presentd el
mismo resultado. A partir del quinto dia se presencioé contaminacién fangica en todos los
explantes, notandose la presencia del mismo hongo que proliferé en el tratamiento con
hipoclorito de sodio. En el estudio de Rojas & Hines (2019), demostraron que el tratamiento con
Ca (CIO): obtuvo el porcentaje mas bajo de explantes muertos y contaminacion en el cultivo in
vitro para S. macrophylla, a comparacion de los tratamientos realizados con NacCl, los cuales

presentaron una alta tasa de contaminacion.

A pesar de haber realizado protocolos de desinfeccion basados en revision bibliografica, y
haber tenido un comportamiento estricto al momento de manipular los explantes antes de ser
sembrados, no fue suficiente para evitar el crecimiento microbiano. La presencia de agentes
contaminantes en los cultivos in vitro se debe a varios factores, entre los que destacan la relacién
del explante con el medio, las condiciones de siembra y la fuente origen del material, donde
radica la importancia de obtener un material vegetal adecuado para usarlo de explante (Gamarra
Reinoso, 2014). Se considera la presencia de fitopatdgenos u hongos endéfitos provenientes de la
planta que proporciono los explantes debido a su crecimiento en jardin al aire libre sin control de
contaminantes, y segin Gamboa (2006), las condiciones de invernadero posibilitan una asepsia
mas controlada de las plantas donadoras de explantes para ser tratadas con agentes que puedan

eliminar patdgenos y microorganismos endofitos.



40

La mayoria de los estudios e investigaciones para el establecimiento de un cultivo in
vitro, proponen elaborar medios de cultivo formulado con fungicidas y antibidticos, o una
combinacién de ambos, que result6 en la disminucién de contaminacion in vitro, segun (Guevara,
2016) al adicionar fungicida sistémico Carbendazim, se logro reducir la contaminacion por hongo
en sus ensayos. Echenique & Huanca, (2022) indican que el uso del antibiotico Eritromicina en
combinacidn con el fungicida Cuprocol en el cultivo in vitro del banano, permite reducir las

pérdidas por contaminacion bacteriana y fungica.

El arbol de Caoba, como especie lefiosa, es susceptible a contaminacion por hongos
(Villamizar, 2005, Hernandez y Gonzélez, 2010), donde han sido reportados en investigaciones
realizadas por (Arguedas, 2007) y (Perez, 2009) hongos filamentosos tales como; Alternaria,

Cercospora, Colletotrichum, Curvularia, Fusarium, Pestalotia y Aspergillus.

Después de evaluar el rendimiento de los cultivos y sus respectivos protocolos, hemos
observado que no se detectd contaminacion ambiental por bacterias, pero si encontramos
presencia de hongos. A pesar de la sugerencia de Rebaza (2020) de que el uso de NaCIlO podria
prevenir la contaminacion por microorganismos, en nuestros experimentos no fue suficiente para
eliminar de forma completa los contaminantes. Basandonos en Gaitan (2005), asumimos que

estos hongos eran endoéfitos.
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Tabla 12.

ANOVA para Contaminacion por Concentracion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 10,3333 5 2,06667 0,79 0,5695

grupos

Intra 47,0 18 2,61111

grupos

Total 57,3333 23

(Corr.)

No hay una diferencia significativa entre la media de contaminacion entre dos niveles de

concentracion, con un 95% de confianza.

El valor-P de la razon-F es mayor o igual a 0.05, lo que significa que no podemos

rechazar la hipdtesis nula de que no hay diferencia entre las medias.

No hay suficiente evidencia para concluir que la concentracién tiene un efecto

significativo en la contaminacion.

4.4. Fenolizacién y sobrevivencia de los explantes
A partir del quinto dia se observé la respuesta de explantes con tratamientos de
desinfeccion realizados, se verificd la aparicion de manchas cafés en los extremos de cada

explante. No hubo una oxidacién grave en los tejidos.
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Del total de 180 explantes solo el 1,1 % presentaron formacion de callos, por el contrario,

el 98,9 % presentaron contaminacion fungica que impidio evidenciar el desarrollo de

modificaciones en el tejido vegetal. El tratamiento para generar callos en explantes foliares en

caoba se logré apreciar desde el 7mo dia en los tratamientos que contenian 0,50y 1 mg 1! de

2,4-D con una ligera formacion de desdiferenciacion celular. Los tratamientos adicionados con

sacarosa al 0, 2 y 8% también presentaron una desdiferenciacion celular. Sin embargo, no

pudieron desarrollarse debido a la contaminacion fdngica.

Tabla 13.

Desdiferenciacion celular en explantes foliares a partir del séptimo dia de sembrados.

Sacarosa 0%

Sacarosa 2%

Sacarosa 8%

2,4-D05mgl™!

24-D1mgl™t

A

C

E

Todas las figuras (A-E) pertenecen a los tratamientos realizados para segmentos nodales

en condicion de fotoperiodos. Las figuras muestran la capacidad de los explantes para formar

tejido desdiferenciado, el cual no se pudo desarrollar debido a la contaminacion presente al

quinto dia después de la siembra.
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En los distintos tratamientos de sacarosa, se observa que al aplicar una fuente de carbono
los explantes mantienen una respuesta rapida ante la formacion celular. Esto se debe a que la
fuente de carbono es necesaria en los tejidos vegetales para el crecimiento de sus células, lo que,

a su vez, estimularia la formacién de callos. (Rojas, 2019)

Transcurrido los 35 dias, el medio de cultivo MS adicionado con 0,5 mg | ™! de 2,4-D, en

oscuridad que permanecia libre de contaminacidon, presentd los mayores porcentajes de formacion

de callos de grado 2 en segmentos nodales de caoba (llustracion 6).

llustracién 6. Formacion de callos en segmento nodales

Fotos tomadas en el Estereomicroscopio Leica M60 con el programa LAS X

Elaborado por autores, 2024

Las imégenes muestran la aparicion de 8 callos de distintos tamafios, La figura Ay C
muestran los callos con un didmetro aproximado de 2 mm en los mas pequefios y la figura B de 4
mm en el callo mas grande, en su mayoria son de coloracion blanca y uno color amarillo intenso.
Los callos son friables, es decir que son de facil disgregacion al momento de su manipulacion.
(Sanchez, 2015). Segun (Rodriguez et al, 2015), estos callos se denominan de baja frecuencia, es
decir, embriones somaticos en diferentes etapas: globular de forma redondeada, color blanco y

traslicidos como se muestra en las imagenes. En experimentos, se observo que un alto nivel de
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citocinina en comparacion con auxina inducia la formacion de brotes en tejidos derivados de
explantes de médula, mientras que niveles bajos de citocininas y/o altos niveles de auxina
conducian a la formacién de masas celulares no organizadas (callos) y la generacion de raices con

gradientes mas altos de auxina (Skoog y Miller, 1965)

Los callos de baja frecuencia pueden ser trasladados a un medio liquido en suspension, de
manera que se formen estructuras celulares embriogénicas que puedan ser utilizados para la

micropropagacion masiva de especies. (Freire et al., 2006)

En la siguiente ilustracion se observan las diferencias entre los tejidos con callos y tejidos

en condicion normal.

llustracion 7. Comparacion de tejidos de segmentos nodales

Tejido celular sin presencia de callo

A B
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A-B. Tejido celular vegetal diferenciado (epidermis - células parenquimaticas - tejidos
conductores). C-D. Epidermis y células parenquimaticas. E-F. Callos - tejido indiferenciado

(Elaborado por los autores, 2024)
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Las figuras A-D muestran claramente una estructura celular organizada, formada por
pared celular, células parenquimaticas y tejidos conductores en base al Manual de Histologia

Vegetal (Pefia & Ramon, 2011), que explican a detalle la morfologia celular de los tejidos.

En las figuras E y F se observa una estructura celular desorganizada, representativa de los
callos formados en los tejidos celulares. Las células muestran un aspecto morfogenico diverso,
unas alargadas y otras redondeadas con presencia de granulos pigmentados de coloracion verde

que podrian estar relacionados con la presencia de cloroplastos. (Sdnchez, 2015)

Capitulo 5

Conclusiones y recomendaciones
5.1. Conclusiones
El estudio Ilevado a cabo proporcioné una vision detallada sobre la influencia de
diferentes tipos de desinfectantes en el desarrollo de explantes de Caoba bajo condiciones
controladas. A través de protocolos experimentales de desinfeccién meticulosos, se observo la
presencia de contaminacién fangica desde el quinto dia en todas las muestras, lo que sefiala la
necesidad de medidas de control mas efectivas en la preparacion del medio de cultivo in vitro con

relacién a la preferencia de hongos endofitos simbiontes o fitopatdgenos.

La consistencia de los resultados obtenidos con altas tasas de contaminacion fangica y
fenolizacion de las muestras, destaca la resistencia de los patdgenos a los antimicrobianos
adicionados en el medio de cultivo y subraya la importancia de mejorar el tratamiento de
desinfeccion y control de los explantes. Los resultados enfatizan la relevancia de las condiciones

ambientales, como la iluminacion y ausencia de luz, y su interaccion con los tratamientos



47

quimicos, ofreciendo un camino para futuras investigaciones que podrian explorar alternativas
para mitigar la contaminacion fungica de tipo endofita. Esto puede incluir el ajuste de las
concentraciones de los componentes del medio MS o la introduccion de agentes antimicrobianos

adicionales.

En base a la formacion de callos el 1,1 de los tratamientos obtuvo resultado en el medio
formulado con 2,4-D con una concentracion de 0,5 mg/l. Este resultado indica que esta
concentracion de auxina en caoba puede ser la 6ptima para estimular la formacién de callos en
segmentos nodales de caoba en un medio MS con 30 gr de sacarosa. Sin embargo, es relevante
resaltar que el resto de los tratamientos siguen siendo evaluables, dado a que la contaminacién no

permitio que se desarrollen los explantes.

Este estudio aporta de manera significativa al cuerpo de conocimiento en el campo del
cultivo de tejidos vegetales, el cual proporciona evidencia empirica sobre los desafios de la
contaminacion y ofreciendo un punto de partida sélido para futuras investigaciones dirigidas a

mejorar la eficiencia de los protocolos de cultivo in vitro.

5.2. Recomendaciones
e Se recomienda iniciar el proceso con semillas cultivadas en laboratorio, para evitar la
presencia de hongos en las células que se van a utilizar y desarrollar un protocolo
especifico para la formacion de callos a partir de las células de las semillas.
e Evaluar la influencia de otros factores como la edad del material vegetal, la estacion del

ano y la fuente de los explantes.
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e Hacer ensayos preliminares donde se utilicen distintos tipos de desinfectantes para poder
evaluar la respuesta de los explantes antes de realizar el experimento para evitar posible
contaminacion.

e Probar con distintos medios de cultivo que puedan facilitar los nutrientes esenciales para
los explantes de caoba y la formacion de callos.

e Considerar los tiempos destinados a cada experimentacion, teniendo en cuenta que antes
de realizarlos se debe tener preparado todo el material necesario (material estéril, calculos
y formulaciones para el medio, aditivos que se van a utilizar, de donde se van a obtener
las muestras o explantes).

e Realizar los ensayos con los parametros de estudio (sacarosa y 2,4-D) para confirmar su
efectividad.

e Realizar una cantidad mayor de réplicas que permita mantener un nimero de explantes
necesario para evaluar la eficiencia de un protocolo de desinfeccion.

e Conocer la trazabilidad de la planta y sus condiciones de crecimiento.
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Anexos

Anexo 1. Materiales utilizados en la herborizacion

Muestra vegetal (hojas, fruto y semillas)
Tijeras

Cinta adhesiva

Hilo

Cartulina A3

Etiqueta de herborizacién

Anexo 2. Materiales utilizados en el cultivo in vitro
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Materiales utilizados en el cultivo in vitro

Equipos

Instrumentos De
Laboratorio

Reactivos

Cémara De Flujo Laminar | -

Alcohol al 70%

Microondas

Alcohol al 96%

Placa De Calentamiento -

Reactivos para el medio MS

Estufa

Fungicida phyton

Frascos De 1 Lt

Sulfato de estreptomicina

Frascos De 500 Ml

Pinzas

Bisturi

Cucharas/Espatulas

Mecheros
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- Probetas 250 Ml

- Probetas 50 Ml

- Probetas 100 Ml

- Vasos Precipitados 500 Ml

- Vasos Precipitados 250 Ml

- Vasos Precipitados 100 Ml

Elaborado por los autores, 2024

Anexo 3. Comparacién de muestras herborizadas
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Anexo 4. Composicion del Medio MS y sus modificaciones

Componente Concentracion (mg/L)

Macroelementos

Nitrato de potasio (KNO3) 1900
Fosfato monopotéasico (KH2PO4) 170
Sulfato de magnesio (MgS04-7H20) 370
Calcio (CaCl2-:2H20) 440
Sulfato de amonio (NH4NO3) 1650

Microelementos

Hierro (FeSO4-7H20) 27.8
EDTA de sodio (Na2 EDTA) 37.3
Boro (H3BO3) 6.2
Manganeso (MnSO4-H20) 22.3
Zinc (ZnS04-7H20) 8.6
Cobre (CuSO4-5H20) 0.025
Molibdeno (Na2Mo0O4-2H20) 0.25
Cobalto (CoCl2-6H20) 0.025
Vitaminas

Tiamina (Vitamina B1) 0.4




Acido nicotinico (Niacina) 0.5

Piridoxina (Vitamina B6) 0.5

Otros aditivos

Carbon activado 500 mg / litro
Sacarosa 30 gr

Agar 14 gr

Fungicida agricola 16,66 mu / 500 ml
Sulfato de estreptomicina 5gr/500 ml

Elaborado por los autores, 2024

Composicion del Medio para el tratamiento de sacarosa

Medio MS 500 ml
Sacarosa 0% 0 gr/150 mL
Sacarosa 2% 3gr/150 mL
Sacarosa 8% 12 gr/150 mL
Agar 7 gr/500 mL
6-BAP 500 mu/500 mL

Elaborado por los autores, 2024

Composicion del Medio para el tratamiento de 2,4-D

Medio MS

500 ml
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24-Dall5 225 mu/150 ml
2,4-Dal 1,0 150 mu/150 ml
2,4-Dal 15 75 mu/150 ml
Agar 7 gr/500 mL
Sacarosa 10 gr /500 mL

Elaborado por los autores, 2024

Anexo 6. Resultados de los protocolos de desinfeccidn por tratamiento
Indicadores de Tablas

100% = Todas las réplicas mostraron contaminacion

99% = Una de las tres réplicas no mostré contaminacion

50% = Solo una réplica mostr6 contaminacion

0% = No hubo contaminacion

+ = Positivo para callogénesis

- =No se pudo evidenciar callogénesis
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Resultados de la contaminacion de explantes sembrados. Oscuridad, 24-D y Sacarosa

Hojas

Variables de evaluacion

Fecha de Cont. Cont.

sembrado | Tratamiento | Repeticion | Bacteriana Flngica Fenolizacion | Callogénesis
22/1/202 |2,4-D 0,5 Por 0% 100% 90% -

4 mg/I triplicado

22/1/202 |2,4-Dall |Por 0% 100% 90% -

4 mg/I triplicado
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22/1/202 |2,4-D al 1,5 | Por 0% 100% 90% -
4 mg/I triplicado
22/1/202 | Sacarosa Por 0% 100% 90% -
4 8% triplicado
22/1/202 | Sacarosa Por 0% 100% 90% -
4 2% triplicado
22/1/202 | Sacarosa Por 0% 100% 90% -
4 0% triplicado

Elaborado por los autores, 2024

Resultados de la contaminacion de explantes sembrados. Oscuridad, 24-D y Sacarosa.

Segmentos nodales

Variables de evaluacion

Tratamient Cont. Cont.

Fecha 0 Repeticién | Bacteriana | Fangica Fenolizacion | Callogénesis
22/1/202 | Sacarosa Por 0% 99% 90% +
4 0% triplicado

22/1/202 | Sacarosa Por 0% 100% 90% -
4 2% triplicado

22/1/202 | Sacarosa Por 0% 100% 90% -
4 8% triplicado

22/1/202 |2,4-D 0,5 Por 0% 100% 90% -
4 mg/I triplicado

22/1/202 (2,4-Dall |Por 0% 99% 90% -
4 mg/I triplicado

22/1/202 |2,4-D al 1,5 | Por 0% 99% 90% -
4 mg/I triplicado




Elaborado por los autores, 2024
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Resultados de la contaminacion de explantes sembrados. Luz, 24-D y Sacarosa.

Hojas

Variables de evaluacion

Tratamient Cont. Cont.

Fecha 0 Repeticién | Bacteriana | Fangica Fenolizacion | Callogénesis
22/1/202 | Sacarosa Por 0% 99% 90% 0%

4 0% triplicado

22/1/202 | Sacarosa Por 0% 100% 90% 0%

4 2% triplicado

22/1/202 | Sacarosa Por 0% 70% 90% 0%

4 8% triplicado

22/1/202 |2,4-D 0,5 Por 0% 99% 90% 0%

4 mg/I triplicado

22/1/202 |(2,4-Dall |Por 0% 100% 90% 0%

4 mg/I triplicado

22/1/202 |2,4-D al 1,5 | Por 0% 100% 90% 0%

4 mg/I triplicado

Elaborado por los autores, 2024
Resultados de la contaminacion de explantes sembrados. Luz, 24-D y Sacarosa.
Segmentos nodales
Variables de evaluacion
Tratamient Cont. Cont.
Fecha 0 Repeticion | Bacteriana |Fungica Fenolizacion | Callogénesis
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22/1/202 | Sacarosa Por 0% 99% 90% 0%
4 0% triplicado
22/1/202 | Sacarosa Por 0% 100% 90% 0%
4 2% triplicado
22/1/202 | Sacarosa Por 0% 100% 90% 0%
4 8% triplicado
22/1/202 |2,4-D 0,5 Por 0% 99% 90% 0%
4 mg/I triplicado
22/1/202 (2,4-Dall |Por 0% 100% 90% 0%
4 mg/I triplicado
22/1/202 |2,4-D al 1,5 |Por 0% 100% 90% 0%
4 mg/I triplicado

Segundo experimento

Elaborado por los autores, 2024

Resultados de la contaminacion de explantes sembrados. Oscuridad, 24-D y Sacarosa.
Segmentos nodales

Variables de evaluacion

Tratamient Cont. Cont.

Fecha 0 Repeticién | Bacteriana | Fangica Fenolizacion | Callogénesis
22/1/202 | Sacarosa Por 0% 100% 90% 0%

4 0% triplicado

22/1/202 | Sacarosa Por 0% 100% 90% 0%

4 2% triplicado

22/1/202 | Sacarosa Por 0% 100% 90% 0%

4 8% triplicado
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22/1/202 |2,4-D 0,5 Por 0% 100% 90% 0%
4 mg/I triplicado
22/1/202 |(2,4-Dall |Por 0% 100% 90% 0%
4 mg/I triplicado
22/1/202 |2,4-D al 1,5 |Por 0% 100% 90% 0%
4 mg/I triplicado

Elaborado por los autores, 2024

Resultados de la contaminacion de explantes sembrados. Luz, 24-D y Sacarosa.

Segmentos nodales

Variables de evaluacién

Tratamient Cont. Cont.

Fecha 0 Repeticién | Bacteriana | Fangica Fenolizacion | Callogénesis
22/1/202 | Sacarosa Por 0% 100% 90% 0%
4 0% triplicado

22/1/202 | Sacarosa Por 0% 100% 90% 0%
4 2% triplicado

22/1/202 | Sacarosa Por 0% 100% 90% 0%
4 8% triplicado

22/1/202 |2,4-D 0,5 Por 0% 100% 90% 0%
4 mg/I triplicado

22/1/202 (2,4-Dall |Por 0% 100% 90% 0%
4 mg/I triplicado

22/1/202 |2,4-D al 1,5 | Por 0% 100% 90% 0%
4 mg/I triplicado

Elaborado por los autores, 2024
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