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Resumen

othofagus alpina es una de las especies forestales

mas importantes del Sur de Chile y Argentina, paises
donde se ha empezado con programas de mejoramiento
genético. La micropropagacion es una técnica muy Util
en la clonacion de arboles con fines de mejoramiento,
por tanto, los objetivos planteados en esta investigacion
fueron: determinar la mejor concentracion de fitohormonas
6-bencilaminopurina (BAP) y 4cido indol butirico (AIB) y,
el medio de cultivo idoneo para inducir el enraizamiento
de brotes y la brotacion de secciones nodales de N.
alpina. Se evaluaron los medios de Murashige Skoog
(MS) y Wood Plant Medium (WPM), con la mitad de los
macronutrientes (enraizamiento) y los micronutrientes
completos (multiplicacion), suplementado con peptone
(0.10%), sacarosa (2.00%), agar (0.70%) y diferentes
concentraciones de auxinas. El medio MS suplementado
con2mg L' de AIB resulté mejor para inducir la produccion
de las raices, tanto en niimero como en la longitud de la raiz
principal. El mayor porcentaje de enraizamiento se registro
en el medio WPM suplementado con 2 mg L' AIB. Los
tratamientos para inducir multiplicacion que incluyeron
citoquinina originaron callos y no enraizaron; siendo
mayor la presencia de callos en el medio WPM. Se sugiere
que la aplicacion de citoquininas no es indispensable para
la brotacion, puesto que en los tratamientos testigos hubo
una buena brotacion; lo que hace suponer que el material
vegetal utilizado tiene suficiente niveles endogenos de esta
fitohormona.
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Abstract

othofagus alpina is one of the most important

forest species in the south of Chile and Argentina,
where genetic improvement programs have been
started. Micropropagation is a very useful technique
when cloning trees for improvement purposes, so the
objectives stated in this investigation were: to determine
the best of 6-bencilaminopurine phytohormones (BAP)
and the ideal culture medium to induce bud rooting and
N. alpina nodal section sprouting. Murashige Skoog
(MS) and Wood Plant (WPM) media were evaluated
with half macronutrients (rooting) and full micronutrients
(multiplication), supplemented with 0.10% peptone, 2.00%
saccharose, 0.70% agar and different auxin concentrations.
MS medium supplemented with 2 mg L' AIB was found
to be the best for inducing root formation in both number
and length of the main root. The greatest percentage of
rooting was shown by WPM supplemented with 2 mg L™
AIB. Treatments with cytokinin for inducing multiplication
originated calluses and failed to root, with a prevalence of
calluses in WPM medium. The application of cytokinin is
not indispensable for sprouting since in witness treatments,
a greater number of buds was observed. This leads to
the idea that the plant material used contains enough
endogenous levels of this phytohormone

Key words: in vitro culture, organogenesis, culture media,
rooting, Nothofagus alpina.
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Introduccion

as plantaciones forestales tienen una importante

funciéon ambiental, al proveer materia prima a
la industria forestal y al reducir la presion sobre los
bosques naturales. En este aspecto, es importante el
aporte de las innovaciones en genética y biotecnologia
para obtener arboles de buen crecimiento y con
caracteristicas deseadas (Sedjo, 1997). Las técnicas de
propagacion clonal de individuos sobresalientes han
mostrado ser herramientas efectivas para aumentar la
productividad forestal.

Especies del género Nothofagus estan distribuidas
en el Sur Occidente de la cordillera de Los Andes en
ChileyArgentina, de las cuales Nothofagus alpina Oerst
es considerada la mas importante junto a N. obliqua;
principalmente por la calidad de su madera y relativa
abundancia en estos paises. Sus bosques han sido
disminuidos notablemente, aprovechando los mejores
individuos, por lo que después de 1980 quedaron muy
pocos arboles con buena calidad fenotipica (Schlatter
y Steuer, 2005). Por esta situacion; en los tltimos afios,
se hanrealizado muchos esfuerzos para la conservacion,
mejoramiento genético y desarrollo de tecnologias
para la propagacion vegetativa de esta especie. En este
sentido, la Corporacion Nacional Forestal de Chile
(CONAF) y la Cooperativa de Mejoramiento Genético
Forestal (CMGF) emprendieron un programa de
conservacion y mejoramiento de N. alpina, realizando
el establecimiento, en el ano 1989, del huerto semillero
clonal “Huillilemu” para la produccion de semilla
mejorada (Garcia, 2014).

En la actualidad existe una fuerte demanda,
con fines de reforestacion, por material vegetal de
esta especie; y en este huerto semillero, aunque ha
tenido periodos con muy buena floracion, el mayor
porcentaje de las semillas producidas han resultado
vacias (Garcia, 2014). Para aumentar la productividad
del recurso y obtener un beneficio sostenible, se
ha puesto énfasis en la aplicacion de herramientas
biotecnologicas y silvicolas en la propagacion de esta
especie (Sabja et al., 2008). Entre las estrategias de
mejoramiento de especies forestales se consideran
técnicas de propagacion asexual (macropropagacion y
la micropropagacion) que permiten transferir toda la
varianza genética a los descendientes, duplicando la
ganancia genética asociada a los esquemas sexuales de
propagacion (Ikemori et al., 1994).

En este sentido, Sabja et al. (2008) desarrollé un
protocolo para la clonacion de individuos superiores
de N. alpina, logrando establecer in vitro el 37%
de los genotipos seleccionados en el programa de
mejoramiento  genético antes mencionado. Sin
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embargo, las vitroplantas obtenidas han pasado por
varios subcultivos a través del tiempo, disminuyendo
la capacidad de propagacion mediante esta técnica.
Segin Muhitch y Fletcher (1985), las células, al
envejecer en cultivo, sintetizan y acumulan productos
nocivos para el crecimiento vegetal, disminuyendo
la tasa de proliferacion a medida que el ntimero de
subcultivos aumenta.

Con estos antecedentes se orientd un ensayo para
determinar las condiciones 6ptimas para micropropagar
los arboles plus de N. alpina (seleccionados por la
Cooperativa de Mejoramiento Genético de Chile), a
partir de las vitroplantas previamente establecidas.
El objetivo general fue realizar micropropagacion
in vitro de N. alpina utilizando las fitohormonas
6-bencilaminopurina (BAP) y acido indol butirico
(AIB), fase de multiplicacion y enraizamiento.
Especificamente, se plante6 determinar la mejor
concentracion de hormonas para inducir el
enraizamiento de brotes y la brotacion de secciones
nodales; conocimientos que seran de utilidad para
continuar con la multiplicacion clonal de los individuos
seleccionados.

Materiales y métodos

Material vegetal inicial

Se utilizaron vitroplantas obtenidas a partir
de los clones RA120, RA26, RA19, RA23, RA60,
RA18, RAI11, establecidas por la Cooperativa de
Mejoramiento Genético de Chile en asociacion con
la Universidad Austral de Chile; cultivadas bajo
condiciones asépticas, obtenidas a partir de arboles
plus de V. alpina que tenian entre 40 y 60 aflos de edad
al momento de obtener los explantes. Estos arboles,
ubicados a lo largo del area de distribucion natural
de la especie (35° a 41° S), fueron seleccionados
fenotipicamente con base en la rectitud y volumen,
con una intensidad de seleccion promedio de un arbol
cada 50 hectareas. El material vegetal utilizado para
la obtencion de las vitroplantas iniciales, corresponde
a brotes apicales de yemas en desarrollo. Las plantas
obtenidas fueron sometidas a subcultivos sucesivos
durante cinco afios. Los datos acerca de los medios de
cultivo y condiciones de temperatura y luminosidad
utilizados inicialmente para el establecimiento de
estas vitroplantas y posteriores subcultivos, no se han
publicado.

Desarrollo del experimento

Para el ensayo de induccién de la brotacion,
las plantulas de inicio fueron segmentadas en
estaquillas con 2 a 3 nudos, y fueron colocadas de
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forma horizontal sobre el medio de cultivo. Para el
ensayo de enraizamiento se utilizaron brotes apicales
de aproximadamente 3 a 4 cm de largo. Se marco
cada tubo con el codigo de la especie, y la fecha de
siembra. Los explantes fueron trasladados a la camara
de incubacion con temperatura de 22 a 24°C, una
intensidad luminica de aproximadamente 3000 Lux
y un fotoperiodo de 16 horas. Los ensayos fueron
evaluados a los 40 dias después del establecimiento.

Tratamientos

En el ensayo de enraizamiento se probo dos
medios de cultivo: MS (Murashige y Skoog, 1962) y
Wood Plant Medium (WPM) (Lloyd y Mccown, 1981)
con la mitad de los macronutrientes, suplementado
con peptone (0.10%), sacarosa (2.00%), agar (0.70%).
El pH se ajusto a 5.80. Se utilizaron diferentes
concentraciones de auxinas (0.50; 1 y 2 mg L' de AIB
sola y combinada con 0.50 mg L' de BAP, mas un
testigo. A los 35 dias se evalud el numero y longitud
de la raiz mayor (cm), porcentaje de enraizamiento,
sobrevivencia y callosidad.

En el ensayo de multiplicacion de brotes se probd
los medios MS y WPM (Lloyd y Mccown, 1981), con
los macronutrientes completos, suplementados con
peptone (0.10%), sacarosa (3.00%), agar (0.70%). El
pH fue regulado a 5.80. Se adicion6 auxinas AIB (2 mg
L") combinada con 0, 0.50, 1 y 2 mg L' de citoquinina
BAP mas un testigo. La evaluacion del ensayo fue a
los 40 dias. Las variables evaluadas namero y longitud
de brotes, numero de hojas, porcentaje de brotacion y
callosidad.

Disefio experimental

Para evaluar el efecto de las fitohormonas y
medios de cultivo sobre la productividad de los brotes
de N. alpina se establecieron dos experimentos. El
primero orientado a evaluar el efecto de tres niveles
de AIB (0.50, 1 y 2 mg L"), dos de BAP (0 y 0.50
mg L) y dos medios de cultivo (MS y WPM) sobre
la induccion de raices en los explantes de N. alpina;
para tal efecto los factores fueron ordenados de forma
factorial (3x2x2). En el segundo experimento se
evaluo el efecto de cuatro niveles de BAP (0, 0.50, 1y
2 mg L") y los medios de cultivos MS y WPM sobre la
brotacion de los explantes de N. alpina, los factores se
ordenaron factorialmente (4x2). Ambos experimentos
se dispusieron en un disefio completamente
aleatorizado, se contd con un testigo absoluto y se
establecieron diez repeticiones. Para la comparacion
entre medias se utilizé la Prueba de Rangos Multiples
de Tukey (p<0.05). Los valores porcentuales fueron
transformados, previo al analisis de varianza, mediante
la transformacion angular de Bliss (Bliss, 1934).

Resultados y discusion

Ensayo de induccion de raices
Numero de raices. Para la variable nimero de raices,
existieron diferencias estadisticas entre las dosis
hormonales. Se obtuvo 0.93 raices por explante cuando
se utilizo altas concentraciones hormonales (2 mg L=
de AIB), seguido por el medio enriquecido con 0.50
mg L' AIB (0.45 raices). Al comparar entre medios, el
numero de raices fue superior en el medio WPM (0.62)
aunque no hubo diferencias estadisticas al compararlo
con el medio MS (0.57) (Cuadro 1). Comparando los
tratamientos evaluados con el testigo, en promedio, se
obtuvo mas raices por explante en el testigo (0.59) que
en los medios con fitohormonas (0.45) (Cuadro 2).
Estos valores son inferiores a los reportados
por Martinez y Arena (1996) para la misma especie,
quienes obtuvieron de 2 a 4 raices; diferencia que
se puede atribuir al material vegetal utilizado por
estos investigadores, que consistio en plantulas de
tres a cuatro semanas de edad, mientras que en este
ensayo se probo la capacidad de enraizamiento de
material que habia sido subcultivado por varios afios.
Segun Pierik (1990) el material vegetal influye en el
desarrollo in vitro, variando especialmente segun el
genotipo, estado fisiologico y la edad de la planta.
Uribe et al. (2012) establecieron que el medio
MS complementado con 3 mg L' de AIB es una buena
combinacion para el enraizamiento de Nothofagus
glauca (Phil.) Krasser, quienes obtuvieron con esta
concentracion 5.10 raices explante™. Cabe indicar que
los mencionados autores usaron como material inicial
microtallos obtenidos del cultivo de embriones.

Raiz principal. La longitud en la raiz mayor presento
diferencias, tanto entre las dosis hormonales como
entre los medios evaluados (p<0.05). Los mejores
valores se obtuvieron con los tratamientos: 0 mg L
BAP, 2 mg L' AIB (0.42 cm), y 0.50 mg L' AIB
(0.33 cm). También hubo diferencia estadistica entre
los medios evaluados; en promedio, el mejor medio
fue el WPM (0.44) frente al MS (0.22) (Cuadro 1).
Comparando los tratamientos evaluados con el testigo,
la raiz principal fue mas larga cuando se utilizo
fitohormonas (0.40), en relacion al tratamiento testigo
(0.33) (Cuadro 2).

Martinez y Arena (1996) concluyeron para la
especie relacionada, Nothofagus pumillio (P. et E.)
Krasser, se obtienen raices mas largas utilizando el
medio Broadleave Tree Medium (BTM) adicionado
con 0.60 mg L' AIB, logrando raices de longitud
media de 0.50 cm, valor inferior al mejor promedio
obtenido en el presente estudio. Cabe indicar que los
mencionados investigadores s6lo probaron el medio
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Cuadro 1. Promedios y cuadrados medios de las variables raices por explante, longitud de la raiz mayor,
porcentaje de enraizamiento y de callosidad sobre explantes de V. alpina bajo el efecto de los factores AIB,

BAP y medios de cultivos
Atributos del explante
Fuentes de Variacion GL i I Longitud de la raiz mayor Enraizamiento  Callosidad
Raices explante
(cm) %)
Promedios
AIB
0.5mgL"! 045b 0.33b 15.75 ¢ 35.00b
1.0mgL"! 0.40b 023¢ 21.00b 42.50 a
2.0mgL"! 093 a 042a 3750 a 27.50 ¢
BAP
0.0 mg L"! 1.18 a 0.66 a 49.50 a 6.67b
0.5mg L 0.00b 0.00b 0.00b 63.33 a
Medios de cultivo (MC)
MS 0.57 a 0.22b 20.00 b 28.33b
WPM 0.62a 044 a 29.50 a 41.67 a
Cuadrados medios
AIB 2 3.36 ™ 037" 5152.50 " 2250.00 "
BAP 1 42.01 ™ 12.94 73507.50 " 96333.30 "
MC 1 0.08 1.54 ™ 2707.50 *** 5333.30 "
AIB*BAP 2 3.36™ 0.37™ 5152.50 583.30 ™"
AIB*MC 2 573 1.81" 3752.50 " 1583.30 ™
BAP*MC 1 0.06 1.54 ™ 2707.50 ™ 12000.00 ***
AIB*BAP*MC 2 573 1.81" 3752.50 " 250.00 "
Testigo vs Tratados 1 35.85™ 5.26™ 33046.40 12129.80 ***
Total 129

T Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias

##% 5<0.001

BTM suplementado con diferentes concentraciones
de AIB, la mitad de macronutrientes y 10 dias de
oscuridad; ademas de que utilizaron material vegetal
juvenil.

Porcentaje de enraizamiento. Los mejores
porcentajes de enraizamiento se presentaron en los
tratamientos con las mayores dosis hormonales de AIB
(1 y 2 mg L"), presentandose un buen enraizamiento
cuando el medio carecia de BAP (49.50%). Este
efecto hormonal se presentd tanto en el medio MS
como en el WPM (Cuadro 1, Figura 1). Al comparar
los medios, el porcentaje de brotes enraizados resulto
significativamente superior cuando se us6 el medio
WPM (29.50%) frente al MS (20.0%). En promedio,
el porcentaje de enraizamiento de los explantes,
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estadisticas (Tukey, p<0.05)

cultivados en los medios con fitohormonas (24.80%),
fue igual estadisticamente al testigo (25%) (Cuadro 2).

Martinez y Arena (1997) lograron en N. pumillio
hastaun 100% de brotes enraizados, utilizando el medio
BTM con la mitad de macronutrientes suplementado
con 2.46 mg L' de AIB. Uribe et al. (2012) en N.
glauca obtuvieron hasta un 87.50% de enraizamiento
adventicio utilizando el medio MS suplementado con
1 mg L' de AIB, valor parecido al encontrado en este
trabajo al utilizar el mismo medio adicionado con 2
mg L' de AIB mientras que cuando se utiliz6 1 mg L'
de AIB solamente se obtuvo el 40% de enraizamiento.
El porcentaje mayor de brotes enraizados obtenidos
en estos estudios puede deberse a las diferencias
en el medio de cultivo, o podria ser una reaccion a
la mayor cantidad de hormona utilizada, o también
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Figura 1. Induccién de raices en diferentes medios: WPM 0.50 mg L' AIB (a), MS 2 mg
L AIB (b), MS 1 mg L' AIB + 0.50 mg L' BAP (c)

Cuadro 2. Promedios de las variables raices por explante, longitud de la raiz mayor, porcentaje
de enraizamiento y de callosidad en explantes de N. alpina sin fitohormonas (testigo) y con

fitohormonas (tratados)

Atributos del explante

Fuentes de Longitud de la rai Enraizamiento Callosidad
Variacién Raices explante” ongitud de la raiz mayor

(cm) (%)
Testigo 045b 040 a 25.00 a 15.00 b
Tratados 0.59a 0.33b 24.80 a 35.00 a

esta diferencia podria atribuirse al diferente material
vegetal utilizado, pues Uribe et al. (2012) utilizaron
microtallos obtenidos del cultivo de embriones.

Callosidad. La presencia de callos fue mayor en
los tratamientos que incluyeron citoquinina y en el
medio WPM. El uso de 1 mg L' de AIB aumenta la
callosidad (Cuadro 1). En el medio WPM resulté un
41.66% de las muestras con callos, mientras que en
el medio MS un 28.33% de las muestras presentaron
callos. Martinez y Arena (1997) encontraron que el
porcentaje de callosidad aumentaba en el medio BTM
al aumentar la dosis de AIB (0.61-2.46) en un ensayo
de enraizamiento de N. pumillio. Dichos autores no
probaron concentraciones de BAP ni combinaciones
AIB y BAP.

El promedio de produccién de callos en los
tratamientos, fue significativamente superior (35%)
comparado con el testigo (15%) (Cuadro 2). Aunque
este ensayo no tenia la finalidad de produccion de
callos, este resultado podria considerarse en futuros
planes de propagacion in vitro via organogénesis. La
produccion de callos bajo las condiciones del ensayo
fue comprobada por Murashige y Skoog (1962),
quienes han sefialado que diferentes combinaciones de
auxinas y citoquininas producen callos, brotes o raices,
segun la proporcion en que se utilicen.

Interacciones en el ensayo de induccion de raices.
Al evaluar el nimero de raices por explantes (R/E) de
N. alpina en el medio de cultivo MS se observo que
bajo una concentracion de 0.50 mg L' de AIB, el nivel
de BAP (0 y 0.50 mg L") no refleja ninglin efecto en el
nimero de R/E. Sin embargo, al haber adicionado 1 mg
L' de AIB, la adicion de BAP (0.50 mg L") disminuyo
el nimero de R/E de 1 a 0 raices por explante. Este
ultimo efecto depresor del nimero de R/E del BAP fue
similar al observado en concentraciones de AIB de 2
mg L' pasando de 2.40 a 0 raices por explante. En este
medio de cultivo (MS), cuando el nivel de BAP es 0
mg L1, se observd que a medida que se incrementa la
concentracion de AIB el nimero de R/E se incremento
proporcionalmente.

Cuando el medio de cultivo fue WPM, se observd
que bajo una concentracion de 0.50 mg L' de AIB, el
aumento de la concentracion de BAP (0 y 0.50 mg
L") disminuy6 el numero de R/E de 1.80 a 0 raices
por explante. Similar efecto del BAP sobre el nimero
de R/E se observo cuando la concentracion de AIB
fue de 1 y 2 mg L. En el medio de cultivo WPM,
cuando el nivel de BAP es 0 mg L', se observd un
alto (1.80), bajo (0.60) y medio (1.30) numero de
R/E para las concentraciones de 0.50, 1 y 2 de mg L™
AIB, respectivamente (Figura 2a). Similares efectos
se evidenciaron en el porcentaje de enraizamiento
(Figura 2c) y en la longitud de la raiz mayor (Figura
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Figura 2. Efecto de la interaccion AIB x BAP x MC (MS, WPM) sobre las variables raices por explante (a),
longitud de la raiz mayor (b), porcentaje de enraizamiento (c) y de callosidad (d) en explantes de N. alpina

2b), donde en el medio MS un mayor nivel de BAP
produjo mejores resultados cuando el medio carecia
de AIB; en cambio en el medio WPM el resultado fue
mejor con el mas bajo nivel de AIB probado. Tanto
en el medio MS como en el WPM, la adicion de
BAP inhibi6 el desarrollo de raices. No obstante, el
porcentaje de callosidad fue superior en los medios
que ademas de BAP fueron suplementados con 1 mg
L' AIB, siendo en el medio WPM donde se produjo
mas callosidad (Figura 2c).

Ensayo de generacién de brotes

Numero de brotes. Hubo diferencias (p<0.05) para
la variable nimero de brotes, entre los tratamientos
hormonales evaluados. El mayor nimero de brotes
se genero6 sin adicion de citoquinina. Entre medios
también hubo diferencias estadisticas, resultando
un mayor numero de brotes en el medio MS (1.25)
frente al medio WPM (1.05) (Cuadro 3). Al comparar
los tratamientos con el testigo, no hubo diferencias
estadisticas; en promedio se obtuvo 1.15 brotes tanto
en el testigo como en los medios suplementados con
hormonas (Cuadro 4). Esto concuerda con lo obtenido
por Gomez et al. (2007), quienes al estudiar el
efecto del subcultivo sucesivo sobre la caulogénegis
adventicia en Eucaliptus globulus Labill, concluyeron

6 Ciencia y Tecnologia. 2015. 8(1): 1-10

que el repicar un material en un medio libre de
hormonas ayuda a recuperar la competencia perdida o
disminuida, permitiendo el aumento en la produccion
de microtallos.

Longitud de brotes. La longitud de los brotes (cm)
present6 diferencias, tanto entre los medios de cultivo
como entre dosis hormonales; se obtuvo el valor
promedio mas alto en las plantulas cultivadas en el
medio MS (0.60) y en ausencia BAP (0.81) (Cuadro 3).
En promedio, los brotes crecieron mas en altura (1.08
cm) cuando los medios no fueron suplementados con
hormonas (Cuadro 4). Sanchez et al. (2004) tuvieron
buenos resultados en la induccion de yemas y tallos
en Nothofagus procera (P. et E.) Oerts, al utilizar el
medio MS con la concentracion 0.50 mg L' de BAPy
0.05 mg L' de AIB. La diferencia en la concentracion
podria ser debido a que los mencionados autores
utilizaron como material inicial embriones maduros.
Por su lado, Martinez y Arena (1997) en la especie
relacionada N. pumillio encontraron que el medio BTM
(Broadleaved Tree Medium) con baja concentracion
salina y adicionada con glutamina fue adecuado para
la multiplicacion de los brotes siendo ésta afectada por
las citocininas y el acido giberélico. Martinez y Arena
(1997) s6lo probaron variantes del medio BTM.
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Cuadro 3. Promedios y cuadrados medios de las variables brotes por explante, longitud del brote, hojas por
brote, porcentaje de brotacion y de callosidad sobre brotes de N. alpina bajo el efecto de los factores BAPy

medios de cultivos

Atributos del brote

Fuentes de Variacion GL Brotacion Callosidad
Brotes explante! Longitud del brote (cm)  Hojas brote’! )

Promedios *

BAP

0.0 mg L"! 135a 0.81a 3.60 a 100.00 a 5.00c¢

0.5mgL"! 0.85b 0.34¢ 1.60 b 69.50d 65.50 a

1.0 mg L! 1.15 ab 0.50b 1.70 b 90.00 ¢ 54.50 b

2.0 mgL"! 1.25a 0.21d 1.05¢ 95.00 b 50.00 b

Medios de cultivo (MC)

MS 1.25a 0.60 a 270 a 97.50 a 12.75b

WPM 1.05b 0.33b 1.28 b 79.75b 74.750 a

Cuadrados medios

BAP 3 0.93™ 1.35™ 2475 3584.50 " 14195.00 ™

MC 1 0.80 " 1.40 ™ 40.61 " 6301.20 ™ 76880.00 "

BAP*MC 3 0.33 0.58 ™ 18.81 " 1534.50 7076.60 "

Testigo vs Tratados 1 1.38 033 ™ 0.70 ™ 1293.30 ™ 17013.80 ™"

Total 89

fPromedios con letras diferentes difieren estadisticamente de acuerdo al test de Tukey (p<0.05).

* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Numero de hojas obtenidas. Similarmente, hay
diferencias (p<0.05) en el numero de hojas obtenidas,
tanto entre medios como entre dosis hormonales. El
mayor numero de hojas se obtuvo en el medio MS
(2.70) y en ausencia de citoquininas (3.60). Al comparar
el promedio de los tratamientos con el testigo, se
presentaron diferencias estadisticas; obteniéndose un
promedio 4.35 hojas en los medios sin suplementacion
hormonal, mientras que en los medios suplementados
el promedio fue de 1.99 hojas (Cuadro 4).

Sanchez et al. (2004) también consiguieron
resultados similares en un ensayo de propagacion in
vitro de N. procera a partir de embriones aislados,
pues el testigo fue superior a los tratamientos
hormonales. A partir de este resultado, ellos concluyen
que la elongacion caulinar se ve restringida a medida
que aumenta la concentracion hormonal en el medio
de cultivo, considerandose este comportamiento
como un indicador de elevados niveles endogenos de

reguladores del crecimiento vegetal (Sanchez et al.,
2002), los que actian como cofactores morfogénicos
(Reyetal., 1994). El efecto inhibitorio de la elongacion
caulinar por el aumento en la concentracion exoégena
de hormonas es diferente para las distintas hormonas
(Tamas, 1995), por lo que la variacion en los niveles,
de auxina o citoquinina, tiene efectos distintos.

Brotacion. El porcentaje de brotacion presento
diferencias, tanto entre tratamientos hormonales como
entre los medios probados; el resultado fue similar
al que se obtuvo para la variable nimero de hojas:
superior en el medio MS (97.50%) y en ausencia de
citoquininas (100.00%). Se determiné diferencias
significativas al comparar los medios tratados con el
testigo, siendo el porcentaje de brotacion superior en
éste ultimo (94.50%) (Cuadro 4).

De acuerdo a estos resultados, la aplicacion
de citoquininas parece no ser indispensable para
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Cuadro 4. Promedios de las variables: brotes por explante, longitud del brote, hojas por brote, porcentaje
de brotacion y de callosidad en brotes de N. alpina sin fitohormonas (testigo) y con fitohormonas (tratados)

Atributos del brote

Fuentes de Variacion i Brotaciéon  Callosidad
Brotes explante! Longitud del brote Hojas brote™
(cm) (%)
Testigo 1.15a 1.08 a 435a 9450 a 0.00 b
Tratados 1.15a 046 b 1.99b 88.60 b 43.80 a

la brotacion, puesto que tanto en los medios con
fitohormonas como en el testigo hubo una buena
brotacion. Esto se debe a que el material utilizado
para este experimento ya contiene adecuados niveles
endogenos de citoquinina; de acuerdo a Pierik (1990)
este fenomeno se denomina habituacion, por el que
después de un numero de subcultivos, las células

pueden seguir creciendo sin adicién de hormonas.

Segun Ahuja (1993), el desencadenamiento de la
caulogénesis in vitro depende de una relacion optima
entre las concentraciones totales de citoquininas y de
auxinas exogenas y enddgenas; aunque, la respuesta
varia mucho dependiendo de la especie y del tipo de
explanto utilizado.

Callosidad. También hubo diferencias estadisticas en
los porcentajes de callosidad, tanto entre tratamientos
hormonales como entre medios; siendo el tratamiento
sin citoquinina el que resultdé en un menor porcentaje
(5.00%) y el medio WPM (12.75%) (Cuadro 3, Figura
3). No se gener6 callos en los explantes cultivados en
los medios testigo, mientras que en los tratamientos
hormonales se obtuvo un 43.80% en promedio

"""’""- . :"
— ||-‘5'-?\ |

":.,:

(Cuadro 4). El objetivo de este ensayo no era producir
callos, no obstante este resultado indica la necesidad
de utilizar hormonas cuando se desee producir callos.

Interacciones en el ensayo de multiplicacion de
brotes. Al evaluar la longitud del brote en explantes
de N. alpina en una condicion de 0 mg L' de BAP,
se observo una mayor longitud del brote en el medio
de cultivo WPM (0.90 cm) con respecto a la longitud
observada en el medio MS (0.70 cm). Sin embargo, al
enriquecer el medio de cultivo con BAP la longitud
del brote fue menor en el medio WPM. Con una
concentracion de 0.50 mg L' de BAP la longitud del
brote pas6 de 0.50 a 0.20 cm, con una concentracion
de 1 mg L' la longitud del brote pas6 de 0.80 a 0.20
cm y, una concentracion de 2 mg L' la longitud del
brote pasé de 0.40 a 0.10 cm (Figura 4a). El efecto
de los tratamientos en el numero de hojas por brote
fue similar al observado en la longitud de brotes
(Figura 4b). El porcentaje de callosidad registrado,
independientemente de los tratamientos hormonales,
su superior en el medio WPM (Figura 4d).

Figura 3. Presencia de callos en los tratamientos. WPM 0.20 mg L' AIB + 1 mg L' BAP (a), WPM-T4 0.20

mg L' AIB + 2 mg L BAP (b)
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Figura 4. Efecto de la interaccion BAP x MC sobre las variables longitud del brote (a), hojas por brote (b),
porcentaje de brotacion (c) y de callosidad (d) en brotes de N. alpina

Conclusiones

I tipo de medio de cultivo influye en el

enraizamiento de brotes de N. alpina,
encontrandose  diferencias entre los medios
utilizados (Murashigge y Skoog (MS) y Wood Plant
Medium (WPM)). Por lo general, se puede decir
que los tratamientos que incluyeron citoquinina
originaron callos y no enraizaron; siendo mayor la
presencia de callos en el medio WPM. Los mejores
resultados en numero de raices y longitud de raiz
principal se registraron en el medio suplementado
con 2 mg L' AIB; en el medio MS para el primer
caso y WPM para la segunda variable. El mayor
porcentaje de enraizamiento se presentod en el medio
MS y la mejor concentraciéon hormonal fue 2 mg
L' AIB, que coinciden en ser los tratamientos que
presentaron menos callosidad, considerandose la
mejor opcion para enraizamiento de vitroplantas
de N. alpina. En las variables: raices por explante

y callosidad, se obtuvo mejores resultados cuando
los medios fueron suplementados con hormonas; al
contrario, la longitud de la raiz mayor fue superior
cuando los medios no habian sido suplementados
con hormonas. Con los resultados de este ensayo
se recomienda probar concentraciones hormonales
de AIB que vayan de 2 a 4 mg L', sin adicion de
citoquininas, para intentar superar el porcentaje de
enraizamiento obtenido en este trabajo, y para la
induccién de la brotacidén, se recomienda el cultivo
in vitro en medio MS donde se presentdé una menor
formacion de callos. Los resultados en cuanto a
la brotacién, nimero de raices y porcentaje de
enraizamiento son mas bajos que lo reportado por
otros autores que trabajaron con material vegetal
juvenil; sin embargo fueron notablemente superiores
a la propagacion en el medio de cultivo con que se
habia realizado, hasta ese momento, subcultivos
sucesivos del material utilizado.
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