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RESUMEN

La propagacion de clones de especies foresta-
les se ha considerado como un método alterna-
tivo esencial en su proceso de recuperacion. El
cultivo de tejidos en las caobas puede contri-
buir significativamente a la propagacion a gran
escala, donde la embriogénesis somdtica cons-
tituiria un aporte importante para esta especie
tan recalcitrante a estas técnicas por lo dificil
de sus respuestas morfogenéticas y los altos
porcentajes de fenolizacién y contaminacion
enddégenos, ademds de que la via tradicional-
mente usada para su propagacién no garantiza
su pureza genética. A tal efecto se utilizaron
explantes, procedentes en su totalidad de ar-
boles selectos donde se obtuvieron altos por-
centajes de establecimiento, sobre todo en los
procedentes de rebrotes de estacas. El alto
porcentaje de callos obtenidos, el manejo ade-
cuado de los medios de cultivo, asi como los
estudios macromorfoldgicos e histoldgicos rea-
lizados permiten aseverar que se indujeron
estructuras proembrionales como premisa en
la obtencion de embriogénesis somdtica.

Palabras clave: Melidceas, cultivo in vitro,
embriogénesis somdtica, callogénesis, propa-
gacién clonal.

INTRODUCCION

En el proceso de recuperaciéon de
las caobas el cultivo de tejidos pue-
de contribuir significativamente

ABSTRACT

The propagation of clones of forest species has
been considered as an essential alternative
method, in the process of recovery of the same
ones. The cultivation of fabrics in the
mahoganies can contribute significantly to the
propagation to great scale where the somatic
embryogenesis would constitute an important
contribution for this species so recalcitrant to
these techniques for the difficult of its answers
morphogenetic and the high fenolization
percentages and endogenous contamination
besides that the way traditionally used for its
propagation it doesn’t guarantee its genetic
purity. To such an effect explants was used,
reasonable in its entirety, of select trees where
high establishment percentages were obtained
mainly in those coming from reboots of stakes.
The high percentage of obtained tripes, the
appropriate handling of the cultivation means, as
well as the studies macromorphological and carried
out histological allow to assert that structures
proembrionales was induced, as premise in the
obtaining of somatic embryogenesis.

Key words: Melidceae, cultivation in vitro,
somatic embryogenesis, callogenesis, clonal
propagation.

en la propagacion a gran escala y
la conservacion de clones seleccio-
nados.
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En el caso de especies del género
Swietenia existen varios reportes de
regeneracion de plantas a partir del
cultivo in vitro [Venkestewaran y col.,
1987; Lee y Rao, 1988; Maruyama y
col. 1989; Sotolongo y Medina, 2002];
pero al igual que la mayoria de los
reportes de micropropagacién los re-
sultados han sido a partir de plantas
asépticas.

La definicion de un protocolo de
micropropagacion del hibrido a través
de embriogénesis somatica seria
muy conveniente teniendo en cuen-
ta las ventajas de esta via [Haines y
Martin, 1997]. Maruyama e Ishii
(1999) obtuvieron embriogénesis
somatica en la especie Swietenia
macrophylla King a partir de plantas
asépticas. Pena y Lezcano (2001), asi
como Sotolongo y Medina (2002), re-
portan la formacién de callos a partir
de meristemos apicales y hojas sin
lograr inducir embriogénesis so-
matica.

Teniendo en cuenta la posibilidad que
ofrece esta via para lograr propagar
clonalmente el hibrido de caoba, se
realiz6 este trabajo, donde se logré
inducir la formacién de estructuras
proembrionales en callos, obtenidos
a partir de explantes foliares de ar-
boles adultos de Swietenia macrophylia
King x Swietenia mahagoni Jacq.,
como via para la propagacién masiva
de esta especie y la obtencion de po-
blaciones puras.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Como fuente de explantes fueron uti-
lizados arboles hibridos (Swietenia
macrophylla King x Swietenia
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mahagoni (L.) Jacq.) de 11 anos de
edad, los cuales se obtuvieron por
injerto sobre un patréon de Swietenia
macrophylla King. De este se toma-
ron ramas lefiosas, las que al ser
puestas en agua emitieron rebrotes,
de los cuales sus foliolos y yemas sir-
vieron como explantes.

Induccion de embriogénesis
somatica

Medios de cultivos empleados
para la induccion calogénica

Diseno de los experimentos
1. MEDIO BASE

Sales del MSS, vitaminas gamborg 25 mg/L,
cisteina 25 mg/L, sacarosa 30 g/L.

Variantes hormonales A1, A3, A6, A7,
A8,A9,A10,Al11,al12,A13,A14.

BAP (0, 1, 4, 6,0,5) mg/L
ANA (2, 4, 8,12, 16) mg/L
2. MEDIO BasSE

Y% de las sales del MS, vitaminas
gamborg 25 mg/L, caseina hi-
drolizada 100 mg/L., cisteina 25 mg/
L., sacarosa 30 mg/L.

Variantes hormonales C1, C2, C3,
C4,C5,C6,C7,C8,C9,C10,C11,C12,
C13, C14.

2,4D (0,5-1 mg/L), AIB (0,5-2 mg/L),
KIN 2 mg/L, agua de coco 50 y 100
mg/L, inositol 100 mg/L

3. MEDIo BasE

Sales del MS, vitaminas gamborg 25
mg/L, agua de coco 100 mg/L, saca-
rosa 30 g/L

Variantes hormonales D1, D2.

BAP (0-1 mg/L)



4. MEDIO BASE

Y% de las sales del MS, vitaminas
gamborg 25mg/L + inositol 100 mg/L,
caseina hidrolizada 200 mg/L,
cisteina 25 mg/L, sacarosa 30 g/L.

Variantes hormonales E1, E2, E3, E4.

2,4D (0,5y 1mg/L), AIB (0,5-1 mg/L),
KIN 2 mg/L.

Los experimentos fueron evaluados
a los siete dias de inoculados los
explantes, y se tuvo en cuenta por-
centaje de explantes contaminados
con hongos (Ch) y/o bacterias (Cb),
porcentaje de explantes fenolizados
(Nf) y porcentaje de explantes esta-
blecidos (Ne).

Se tuvo en cuenta ademas caracte-
res cualitativos de los callos obteni-
dos en todas las variantes de medios
de cultivo y de reguladores del creci-
miento empleados.

Trasplante de callos

Los callos obtenidos en los medios A9,
A10 se trasplantaron a AT1 (4y 6 mg/L
BAP), AT2 (0,1 mg/L ANA).

Los callos obtenidos en los medios Al
y A8 se trasplantaron a las siguien-
tes variantes:

Variantes hormonales BT1 / (A8), BT2 /
(A8), BT3 (A8), BT4 / (A8), BTS5 / (Al),
BT6 / (A1), BT7 / (Al), BT8 / (Al).

Variantes hormonales 2,4-D (0,5-
1mg/1), AIB (0,5-1 mg/L), KIN (2 mg/L).

Un tercer trasplante se realiz6 a los
callos previamente desarrollados en
las variantes Al, A8, All, A12, A13,
A14 para los medios siguientes:

CT1 / Al, CT2 / A3, CT3 /A8, CT4 /
Al,CT5 / A8,CT6 / All, CT7 / All,
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CT8 / Al12, CT9 / Al12, CT10 / A13,
CT11/Al13,CT12 / Al4,CT13 / Al4

Variantes hormonales BAP (4 y 6 mg/L)
ANA (0,1 mg/L).

Un cuarto trasplante se realizo des-
de las variantes Al y A8 a las si-
guientes variantes:

MEDIO Base

Y% de las sales del MS, agua de coco
100 mL/L.

Variantes hormonales DT1 /A1, DT2
/A8, DT3 /A8, DT4 /Al.

2,4-D (1 y 2mg/L), AIB (1 mg/L), KIN
(2 mg/L)
Un quinto trasplante se realiz6 a par-

tirde C11, C12, C13 para las varian-
tes compuestas por:

MEpIo Base
Yo WPM

Variantes hormonales W1 / C11,W2 /
C11,W3/C11,W4 /C12,W5 /C12,W6 /
C12,W7 /C13,W8 /C13,W9 /C1

BAP (0,1 y 0,2 mg/L).

En todas las variantes se emple6 como
solidificante phytagel 0,2 % p/v, y el
pH se ajusto a 5,8 utilizando para ello
hidréxido de sodio (NaOH) o acido clor-
hidrico (HCI).

Analisis histologicos

Se realizaron cortes histologicos a los
callos obtenidos en las diferentes
variantes empleadas. Se describie-
ron los tejidos observados en el mi-
croscopio y se realiz6 su analisis.

Analisis biométrico
Para el analisis de los datos obteni-
dos a partir de los experimentos se
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empleo el paquete estadistico SPSS
10.0 para Windows, versiéon 6.0.

Se aplic6 un analisis factorial con el ob-
jetivo de comprobar la contribucion de
las variables evaluadas a los resultados
de los experimentos. El analisis factorial
intenta identificar variables subyacen-
tes o factores que expliquen la configu-
racion de las correlaciones dentro de un
conjunto de variables observadas.

El analisis de conglomerados jerarqui-
cos se aplico con el fin de poder agru-
par las diferentes respuestas a la
calogénesis y su relacion con los dife-
rentes medios de cultivo empleados.

Explantes
establecidos

76%
_

RESULTADOS Y DISCUSION

Induccién de estructuras
proembrionales a partir de callos

Resultados del establecimiento in vitro.
Obtencion del explante

La utilizacién de rebrotes como
fuente de explante para el cultivo in
vitro de segmentos de hojas de
Swietenia macrophylla King x
Swietenie mahagoni (L.) Jacq., resul-
té muy efectivo, ya que se pudo con-
tar permanentemente con material
vegetal para llevar a cabo los expe-
rimentos (Fig. I).

Explantes
fenolizados

3%

Resultados diferentes obtuvieron
otros autores al disminuir la concen-
tracién de hipoclorito y aumentar el
intervalo de tiempo en la inmersion.
Esta variante fue utilizada por
Murayama y col. (1999) en la desin-
feccién de semillas de King con
hipoclorito de sodio al 1% por 15 min.
También Moon y col. (1999), al desin-
fectar yemas invernales de 10 afos
de edad de Aralia elata, con (NaOCI) al
2% durante 30 min, obtuvieron muy
buenos resultados.
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Respuesta a la callogénesis
Andlisis factorial

Se seleccionaron tres componentes
que explican el 87% de la varianza
total, valido teniendo en cuenta que
se trata de experimentos de carac-
ter biologico. El analisis de las
comunalidades arrojo que todas las
variables contribuyeron significa-
tivamente al analisis realizado con
coeficientes mayores de 0,5 en todos
los casos (Tabla 1).
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TABLA 1
Comunalidades
Variable Extraccion

Consistencia del callo 0,811
Color 0,963
Estructura al microscopio 0,815
Formacion de estructuras histolégicas 0,833
Lugar de formacion 0,912

Meétodo de extraccién: andlisis de componentes principales.

A través de la matriz de componen-
tes rotados (Tabla 2) se comprobé que
las variables que describen la forma-
cioén de estructuras histolégicas, las

TABLA 2

caracteristicas al microscopio de los
tejidos formados y la consistencia del
callo estan intimamente correla-
cionadas.

Matriz de componentes rotados (se destacan en cursiva las variables

por componente)

Variable Componente
1 2 3
Consistencia del callo 0,898 -5,687E-02 -3,641 E-02
Formacién de estructuras 0,859 -0,258 -0,170
Estructura al microscopio 0,742 0,464 0,220
Lugar de formacién -2,540E-02 0,939 -0,175
Color -4,648E-03 -0,138 0,972

Meétodo de extraccién: andlisis de componentes principales.
Meétodo de rotacién: normalizacién Varimax con Kaiser.

Andlisis de conglomerados

De acuerdo con el dendrograma ob-
tenido del analisis conglomerado, las
respuestas a la callogénesis en cada
una de las variantes de medios de
cultivo empleados se pudieron clasi-
ficar en cinco grupos.

Grupo 1:C14,C15,C12,D2,C10,C11.
Formacion de callos de naturaleza
compacta y de coloracion gris oscuro
hasta pardo, estructuras histologicas
de color pardo.

Grupo 2: C8, D1, A1, C7. Formacion
de callos pardos oscuros sobre todo el
explante, células parenquimaticas
alargadas.

Grupo 3:C8,D1,A1,C7,C3,C4,A9,C1,
C13, E1, E4, C2, E2. Mejor respuesta
morfogenética. Callos blancos, friables.
Estructuras histolégicas blancas sobre
el explante. Células meristematicas y
traqueas en determinadas zonas.

Grupo 4: Al11, E3, C5, C6, A10, C9.
Callos friables, gris claro. Células
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parénquimaticas con paredes celu-
lares primarias, citoplasma vacuo-
lizado y ntcleo desplazado a la peri-
feria.

Grupo 5: A3, A8, A13, A14, A12. Ca-
llos con coloracién verde oscuro. No
mostraron indices de posible mor-
fogénesis.

De acuerdo con los resultados, la uti-
lizacion de las sales descritas por
Murashige y Skoog (1962) reducidas
a la mitad de su concentracién es
donde se desarrollan callos con me-
jores caracteristicas desde el punto
de vista morfolégico. Resultado simi-
lar obtuvieron Augustine y col. (1999)
al utilizar el mismo medio para la
induccién y proliferacién de embrio-
nes somaticos en la especie Gne-
tumula.

Como se puede apreciar, en las des-
cripciones anteriores los mejores
resultados en cuanto a la induccion
de callos a partir de foliolos de
rebrotes de este hibrido de caoba se
obtuvieron cuando se combiné en el
medio de cultivo los reguladores del
crecimiento 2,4-D, AIB y kinetina. En
estas variantes se lograron callos que
por sus caracteristicas macromor-

fologicas y citologicas fueron los mas
promisorios de una posible
embriogénesis somatica.

En cuanto al empleo de la kinetina
como regulador del crecimiento,
Muralidharan & Mascarenhas (1995)
plantean que cuando fue utilizada en
el medio de cultivo se incrementé el
tamafio de los embriones y fueron
mas alargados en Corymbia citriodora.

El efecto del agua de coco en la in-
duccién calogénica no fue favorable.
Este resultado contrasta con lo obte-
nido por Viana y col. (1999), quienes
propiciaron la mejor induccién de
callos embriogénicos con la adicién
de 100 mL de agua de coco en el me-
dio de cultivo, al cultivar embriones
cigoticos maduros de Ocotea catha-
rinensis.

Efectos del trasplante
Andlisis factorial

Se seleccionaron, al igual que en el
epigrafe anterior, tres componentes
que explicaron el 84% de la varianza
total. El analisis de las comuna-
lidades demostroé que todas las varia-
bles contribuyeron significativamen-
te (Tabla 3).

TABLA 3
Comunalidades
Variable Extraccion

Consistencia 0,789
Color 0,752
Estructura al microscopio 0,910
Formacion de estructuras histolégicas 0,834
Lugar de formacién 0,923

Método de extraccién: andlisis de componentes principales.
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Matriz de componentes rotados (se destacan en cursiva

las variables por componentes)

Variable Componente
1 2 3
Formacién de estructuras 0,888 -4,708 E-03 0,215
Consistencia -0,871 -0,158 -6,960 E-02
Estructura al microscopio 1,739 E-02 0,954 9,947 E-03
Color 0,201 0,702 -0,468
Lugar de formacién 0,293 -0,116 0,908

Meétodo de extraccion: andlisis de componentes principales.
Meétodo de rotacién: Normalizaciéon Varimax con Kaiser.

La matriz de componentes rotados
(Tabla 4) muestra que las variables
consistencia del callo, formacion de
estructuras y color, y estructuras al
microscopio estan altamente corre-
lacionadas. En el primer caso, como
en los experimentos para inducir la
callogénesis, los callos mas friables
rara vez forman estructuras.

Andlisis de conglomerados

A partir del dendrograma se definie-
ron ocho grupos o respuestas de
acuerdo con el medio de cultivo em-
pleado para el trasplante.

Grupol: W4, W9, W8, CT8, DT2. Ca-
llos con tejidos blancos y pardos, cé-
lulas meristematicas, isodiamé-
tricas, nucleo central y poco
vacuolizadas.

Grupo 2: CT1, CT9, CT10. Callos co-
lor gris claro. Desarrollo de estructu-
ras blancas sobre el callo.

Grupo 3: W1, W3, W5, W6, W7, DT3.
Color mas oscuro de todos los grupos
de callos. No formacién de estructu-
ras histologicas sobre el callo.

Grupo 4: Atl, At2 , Bt3. Callos de co-
lores claros, consistencia compacta,

formacion de tejidos blancos sobre el
callo.

Grupo 5: Bt2, Bt4, Bt5, Bt7, BtS8, Ct2,
Ct6. Callos de color gris claro, con-
sistencia acuosa, células paren-
quimaticas.

Grupo 6: Dt4, W2. Caracteristicas si-
milares al grupo anterior.

Grupo 7: Ct7,Dt1, Ct4, Bt6, Ct5, Bt1.
Callos de color gris claro, consisten-
cia friable, estructuras gris claro
acuosas, células parenquimaticas.

Grupo 8: Ct3. Presencia de rizogé-
nesis sobre el callo. Callos color ver-
de claro, friables.

En la dltima variante, al igual que
en la fase de induccion calogénica,
la combinacion de 2,4 D, AIB y kine-
tina favorecieron un desarrollo
citologico que coincide con las des-
cripciones de Jasik y col. (1994) de
callos embriogénicos obtenidos a par-
tir de megametofitos de la especie
Pinus nigra Arn.

Resulté positivo para la induccién y
mantenimiento de los callos en todo
los casos la presencia en los medios
de cultivo de aditivos organicos como

25



Lucia Maribel Medina y Rogelio Sotolongo

la caseina hidrolizada en proporcio-
nes de 200 y 250 mg/L. Augustine y
col. (1999) plantean que sin la pre-
sencia de caseina hidrolizada en el
medio de cultivo no fue posible el
mantenimiento y proliferacion de
callos embriogénicos en Genetumula.

Un efecto diferente provocé la adicion
al medio de cultivo de agua de coco
en el trasplante de los callos. A dife-
rencia de la fase de formacion, la
adicion de esta sustancia favorecio
la proliferacion de los callos trasplan-
tados.
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