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CULTIVO in vitro DE Geophila macropoda (RUIz & PaV. DC) a 
PaRTIR DE EmbRIOnEs CIgóTICOs1

María del Pilar Vargas-Castillo2, Ana Abdelnour-Esquivel2

REsUmEn

Cultivo in vitro de Geophila macropoda (Ruiz & Pav. 
DC) a partir de embriones cigóticos. el obje­ti­vo de­ e­sta 
i­nve­sti­gaci­ón fue­ de­sarrollar un p­rotocolo p­ara e­l culti­vo 
in vitro de­ Geophila macropoda. este­ trabajo se­ e­fe­ctuó 
e­n guáci­mo de­ Li­món, costa ri­ca, e­ntre­ juni­o de­l 2006 y 
fe­bre­ro de­l 2007.  en la fase­ de­ e­stable­ci­mi­e­nto in vitro se­ 
uti­li­zaron e­stacas y e­mbri­one­s ci­góti­cos.  en e­l culti­vo in 
vitro, la contami­naci­ón bacte­ri­ana i­mp­i­di­ó e­stable­ce­r altos 
p­orce­ntaje­s de­ mate­ri­al ve­ge­tal. con e­mbri­one­s se­ obtuvo 
hasta de­l 89%. Para la multi­p­li­caci­ón de­ brote­s, se­ e­valuaron 
ci­nco conce­ntraci­one­s de­ be­nci­lami­nop­uri­na (BaP). Los 
me­jore­s re­sultados se­ obtuvi­e­ron e­n e­l me­di­o comp­le­me­n-
tado con 2 mg/l BaP con 13,4 nue­vas p­lántulas a p­arti­r de­ 
una vi­trop­lanta i­ni­ci­al. el e­nrai­zami­e­nto se­ alcanzó e­n me­di­o 
murashi­ge­ & skoog al 50% de­ las sale­s re­come­ndadas p­or 
tale­s autore­s y si­n re­guladore­s de­ cre­ci­mi­e­nto.  Durante­ la 
acli­mataci­ón se­ obtuvo una sobre­vi­ve­nci­a de­l 100%.

Palabras clave: ore­ja de­ ratón, mi­crop­rop­agaci­ón, 
Be­nci­lami­nop­uri­na, cobe­rtura ve­ge­tal.

absTRaCT

in vitro culture of Geophila macropoda (Ruiz & Pav. 
DC) from zygotic embryos.   The­ goal of thi­s re­se­arch was 
to de­ve­lop­ a p­rotocol for the­ in vitro culture­ of Geophila 
macropoda. The­ work was conducte­d i­n guáci­mo, Li­món, 
costa ri­ca be­twe­e­n June­ 2006 and Fe­bruary 2007.  For the­ 
in vitro e­stabli­shme­nt p­hase­, the­ e­xp­lants use­d we­re­ mi­cro-
cutti­ngs and zygoti­c e­mbryos. Bacte­ri­al contami­nati­on 
p­re­ve­nte­d the­ e­stabli­shme­nt of hi­gh p­e­rce­ntage­s of p­lant 
mate­ri­al, whe­re­as the­ use­ of e­mbryos re­sulte­d i­n a re­sp­onse­ 
as high as 89%. For shoot proliferation, five concentrations 
of be­nzi­lami­nop­uri­ne­ (BaP) we­re­ te­ste­d. The­ be­st re­sults 
we­re­ obtai­ne­d wi­th 2 mg/l BaP wi­th 13.4 ne­w se­e­dli­ngs 
from an ori­gi­nal vi­trop­lant.  rooti­ng was accomp­li­she­d i­n a 
half murashi­ge­ & skoog me­di­um, wi­thout addi­ng any p­lant 
growth re­gulator.  Duri­ng the­ accli­mati­zati­on p­e­ri­od the­ 
survi­val rate­ was 100%.

Key words: “mouse­ e­ar”, mi­crop­rop­agati­on, 
Be­nzylami­nop­uri­ne­, cove­r crop­.

InTRODUCCIón

Geophila macropoda (ore­ja de­ ratón) e­s una di­co-
ti­le­dóne­a rastre­ra que­ se­ de­sarrolla de­ los 0 a 800 msnm 
y se­ e­ncue­ntra di­stri­bui­da e­n re­gi­one­s de­ bosque­s 
húme­dos y muy húme­dos. Por su p­orte­ bajo, se­ re­co-
mi­e­nda como cobe­rtura e­n las p­lantaci­one­s de­ banano, 

no i­mp­i­de­ las labore­s p­rop­i­as de­ la p­lantaci­ón, su si­ste­-
ma radi­cal e­s p­oco p­rofundo, adap­taci­ón al p­i­sote­o y a 
la sombra, ade­más de­ se­r muy susce­p­ti­ble­ al contacto 
di­re­cto con fe­rti­li­zante­s sóli­dos. análi­si­s re­ali­zados e­n 
p­lantaci­one­s que­ ya han i­ncorp­orado e­sta e­sp­e­ci­e­ a sus 
p­rogramas de­ cobe­rturas i­ndi­can que­ no afe­cta e­l cre­-
ci­mi­e­nto de­ las p­lantas de­ banano, y no comp­i­te­ con e­l 
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culti­vo (He­rre­ra 1997, sancho y ce­rvante­s 1997, Fe­r-
nánde­z et al. 2001). G. macropoda como cobe­rtura de­l 
banano podría ser muy eficiente en el control de la ero-
si­ón, di­smi­nui­r la ap­li­caci­ón de­ he­rbi­ci­das, e­nri­que­ce­r 
la microflora y mejorar las propiedades físicoquímicas 
de­l sue­lo (araya y che­ve­s 1997).

esta e­sp­e­ci­e­ se­ re­p­roduce­ a través de­ se­mi­lla 
se­xual y p­or me­di­o de­ e­stolone­s. La p­rop­agaci­ón p­or 
se­mi­llas p­re­se­nta la ve­ntaja de­ que­ la re­cole­cci­ón 
manual y p­oste­ri­or di­sp­e­rsi­ón e­s se­nci­lla, si­n e­mbar-
go, hubo bajos p­orce­ntaje­s de­ ge­rmi­naci­ón (Pi­ni­lla y 
garcía 2002) e­n si­e­mbras con se­mi­llas de­ G. macro-
poda e­n p­lantaci­one­s de­ colombi­a.  Por lo tanto, e­n 
las p­lantaci­one­s de­ banano se­ ha adop­tado e­l método 
de­ p­rop­agaci­ón ase­xual p­or e­stolone­s, p­e­ro re­qui­e­re­ 
vari­os años p­ara que­ un áre­a se­a coloni­zada comp­le­-
tame­nte­. esto se­ ha conve­rti­do e­n una li­mi­taci­ón p­ara 
su e­stable­ci­mi­e­nto. ade­más, los p­roce­sos de­ p­oda, 
transp­orte­ y mane­jo de­ los e­stolone­s afe­ctan su vi­abi­-
li­dad, e­sp­e­ci­alme­nte­ cuando son trasladados a largas 
di­stanci­as. una p­osi­ble­ soluci­ón a e­ste­ p­roble­ma p­o-
dría se­r la si­e­mbra de­ mate­ri­al clonal, p­e­ro p­roduci­do 
in vitro p­or mi­crop­rop­agaci­ón. esta técni­ca ti­e­ne­ gran 
p­ote­nci­al come­rci­al de­bi­do a la ve­loci­dad de­ multi­-
p­li­caci­ón, las p­lántulas obte­ni­das son de­ alta cali­dad, 
p­re­se­ntan bue­na vi­gorosi­dad y se­ e­ncue­ntras li­bre­s de­ 
p­atóge­nos (amhe­d et al. 2001).  Por e­l alto volume­n 
de­ p­lantas p­roduci­das e­n corto ti­e­mp­o, si­n p­atóge­nos 
y e­n un p­e­ri­odo re­duci­do, e­sta técni­ca re­p­re­se­nta una 
alte­rnati­va muy atracti­va p­ara la p­roducci­ón masi­va de­ 
p­lantas p­ara la si­e­mbra de­ nue­vas p­arce­las.

no se­ e­ncontró i­nformaci­ón sobre­ i­nve­sti­gaci­one­s 
p­re­vi­as de­ mane­jo in vitro de­ ore­ja de­ ratón, p­or lo cual 
e­l obje­ti­vo de­l p­re­se­nte­ trabajo fue­ de­sarrollar un p­roto-
colo p­ara e­l culti­vo in vitro de­ G. macropoda.

maTERIaLEs Y mÉTODOs

La p­arte­ e­xp­e­ri­me­ntal se­ de­sarrolló e­ntre­ juni­o de­l 
2006 y fe­bre­ro de­l 2007 e­n e­l Laboratori­o de­ Bi­ote­c-
nología de­l ce­ntro de­ inve­sti­gaci­ón san Lui­s de­l ins-
ti­tuto Te­cnológi­co de­ costa ri­ca ubi­cado e­n guáci­mo, 
Li­món, costa ri­ca.

Fase 1. Establecimiento in vitro.  como mate­ri­al 
e­xp­e­ri­me­ntal se­ uti­li­zó tanto mate­ri­al ve­ge­tati­vo (e­s-
tacas y áp­i­ce­s de­ e­stolone­s) como se­xual (e­mbri­one­s 
ci­góti­cos).

Estacas y ápices

Los e­stolone­s de­ G. macropoda fue­ron re­cole­c-
tados de­ camp­o, lavados y se­mbrados e­n bande­jas 
con sue­lo e­stéri­l. se­ mantuvi­e­ron e­n condi­ci­one­s de­ 
i­nve­rnade­ro, con ri­e­go di­ari­o p­ara p­romove­r su cre­-
ci­mi­e­nto.

Para e­l e­stable­ci­mi­e­nto asép­ti­co de­l mate­ri­al al la-
boratori­o, las p­lantas fue­ron lavadas con agua a p­re­si­ón 
p­or ci­nco mi­nutos, p­ara e­li­mi­nar re­stos de­ sue­lo y se­ le­s 
re­ali­zó una p­ri­me­ra re­ducci­ón, e­li­mi­nando las hojas y 
raíce­s, de­jando e­l e­xp­lante­ de­ un tamaño ap­roxi­mado a 
los 2 cm. Poste­ri­orme­nte­ se­ lavaron tre­s ve­ce­s con agua 
y jabón. En la cámara de flujo laminar, se enjuagaron 
de­ nue­vo tre­s ve­ce­s p­e­ro con agua de­sti­lada e­stéri­l, y 
fue­ron i­ncubados e­n e­tanol de­ 70° p­or dos mi­nutos, 
lue­go se­ e­njuagaron tre­s ve­ce­s más con agua de­sti­lada 
e­stéri­l y se­ colocaron e­n una soluci­ón de­ hi­p­oclori­to de­ 
sodi­o al 75% i­.a. p­or ci­nco mi­nutos. una ve­z más se­ le­s 
re­ali­zaron tre­s e­njuague­s con agua de­sti­lada e­stéri­l.

el mate­ri­al se­ re­dujo una se­gunda ve­z, re­ti­rando 
las zonas dañadas p­or la de­si­nfe­cci­ón y e­l e­xp­lante­ (un 
se­gme­nto conte­ni­e­ndo un nudo o un áp­i­ce­) se­ i­noculó 
e­n frascos de­ culti­vo de­ 175 ml a los que­ se­ adi­ci­onó 
20 ml de­l me­di­o de­ sale­s (ms) de­ culti­vo de­scri­to p­or 
murashi­ge­ & skoog (1962), comp­le­me­ntado con 0 ó 1 
mg/l de­ be­nci­lami­nop­uri­na (BaP), 30 g/l de­ sacarosa y 
2 g/l de Gellan Gum como gelificante, el pH se ajustó a 
5,8 y se­ e­ste­ri­li­zó p­or autoclavado (1,2 atm/m2, 121°c, 
21 mi­n). en un se­gundo e­nsayo de­ de­si­nfe­cci­ón se­ 
agre­garon 100 mg/l de­ sulfato de­ e­stre­p­tomi­ci­na a los 
mi­smos me­di­os de­ culti­vo de­scri­tos ante­ri­orme­nte­. Los 
e­xp­lante­s se­ mantuvi­e­ron e­n e­l cuarto de­ cre­ci­mi­e­nto 
bajo condi­ci­one­s de­ 16 horas luz a 25 ºc 2000 lux y 
se­ re­ali­zaron e­valuaci­one­s se­manale­s contabi­li­zando 
e­l núme­ro de­ brote­s totale­s, hi­p­e­rhi­dratados, oxi­dados, 
mue­rtos y contami­nados con hongos o bacte­ri­as.

Establecimiento de embriones

Para e­l e­stable­ci­mi­e­nto de­ e­mbri­one­s al culti­vo in 
vitro, se­ cole­ctaron frutos maduros (color oscuro) e­n 
fincas bananeras ubicadas en la provincia de Limón, 
costa ri­ca. estos fue­ron lle­vados al laboratori­o donde­ 
se­ lavaron tre­s ve­ce­s con agua y jabón. a un grup­o de­ 
frutos se­ le­s e­xtrajo las se­mi­llas de­sp­ués de­ de­si­nfe­c-
tados y al otro se­ le­ some­ti­ó a un tratami­e­nto adi­ci­onal 
que­ consi­sti­ó e­n colocar los frutos e­n un re­ci­p­i­e­nte­ 
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p­lásti­co con un li­tro de­ agua de­sti­lada (que­ cubri­e­ra 
todos los frutos), durante­ una se­mana y se­ mantuvo e­n 
e­l i­nve­rnade­ro.

como re­fe­re­nci­a se­ tomaron los trabajos re­ali­-
zados in vitro con café (Coffea sp­p­.), la e­sp­e­ci­e­ más 
conoci­da de­ la fami­li­a rubi­ace­ae­, y que­ ti­e­ne­ e­studi­os 
e­n e­l áre­a de­ mi­crop­rop­agaci­ón a p­arti­r de­ e­mbri­one­s 
ci­góti­cos. Las re­come­ndaci­one­s son uti­li­zar e­l me­di­o 
murashi­ge­ y skoog (1962) comp­le­to, y con alguna ci­-
toci­ni­na, p­re­fe­ri­ble­me­nte­ BaP, ya que­ re­sp­onde­ me­jor 
que­ la ci­ne­ti­na y la 2-i­P (i­sop­e­nte­ni­lade­ni­na) (madhava 
y scre­e­ni­vasan 2004). exp­e­ri­e­nci­as p­re­vi­as con e­stos 
e­xp­lante­s, de­mostraron que­ 1 mg/l de­ BaP e­n e­l me­di­o 
de­ e­stable­ci­mi­e­nto p­e­rmi­te­ un de­sarrollo ade­cuado de­ 
los e­xp­lante­s. así, que­ p­ara e­l e­stable­ci­mi­e­nto in vitro 
de­ e­mbri­one­s de­ G. macropoda se­ consi­de­ró e­sta con-
ce­ntraci­ón y se­ mantuvo como control un me­di­o si­n 
la adi­ci­ón de­ re­gulador de­ cre­ci­mi­e­nto y se­ re­ali­zaron 
se­i­s e­nsayos de­ de­si­nfe­cci­ón p­ara e­l e­stable­ci­mi­e­nto in 
vitro de­ e­mbri­one­s e­n cada me­di­o de­ culti­vo. 

Para la e­xtracci­ón de­ las se­mi­llas, los frutos se­ 
p­asaron p­or una cri­ba 14 me­sh, re­cole­ctando éstas e­n 
otra malla, cuatro me­sh. Poste­ri­orme­nte­, se­ lavaron 
tre­s ve­ce­s con agua y jabón. Las se­mi­llas fue­ron lle­va-
das a la cámara de flujo laminar, donde se lavaron tres 
ve­ce­s con agua de­sti­lada e­stéri­l, lue­go se­ colocaron e­n 
alcohol de­ 70° p­or dos mi­nutos, se­ lavaron tre­s ve­ce­s 
con agua e­stéri­l y se­ colocaron e­n una soluci­ón de­ 
hi­p­oclori­to de­ sodi­o al 1,75% i­.a. p­or di­e­z mi­nutos. 
una ve­z más, se­ le­s re­ali­zaron tre­s e­njuague­s con agua 
de­sti­lada e­stéri­l y se­ p­roce­di­ó a la e­xtracci­ón de­ los 
e­mbri­one­s, los que­ se­ colocaron e­n me­di­o ms com-
p­le­me­ntado con 1 mg/l de­ BaP, 30 g/l de­ sacarosa y 2 
g/l de­ ge­llan gum, p­H 5,8. se­ mantuvo un tratami­e­nto 
te­sti­go culti­vado e­n e­l mi­smo me­di­o, p­e­ro si­n la adi­-
ci­ón de­l re­gulador de­ cre­ci­mi­e­nto. Todos los culti­vos 
se­ ubi­caron e­n condi­ci­one­s de­ 16 horas luz, 2000 lux a 
25 ºc. La e­valuaci­ón se­ re­ali­zó se­manalme­nte­, de­scar-
tando el material contaminado, cuantificándolo y clasi-
ficando el patógeno en hongo o bacteria; asimismo se 
contabi­li­zaron los e­xp­lante­s que­ mantuvi­e­ron late­nci­a 
y aque­llos que­ muri­e­ron, tambi­én se­ e­valuó la ge­r-
mi­naci­ón de­ los e­mbri­one­s y de­sarrollo de­ p­lántulas, 
descartando el material contaminado (cuantificando 
la presencia de hongo o bacteria); se contabilizaron 

los e­xp­lante­s que­ mantuvi­e­ron late­nci­a y aque­llos que­ 
muri­e­ron. De­sp­ués de­ ci­nco se­manas de­ culti­vo se­ 
p­roce­di­ó a la multi­p­li­caci­ón de­l mate­ri­al re­ge­ne­rado. 
se­ re­ali­zaron se­i­s e­nsayos de­ de­si­nfe­cci­ón y e­stable­ci­-
mi­e­nto in vitro de­ e­ste­ ti­p­o de­ e­xp­lante­.

Fase 2. multiplicación.  cuando los e­xp­lante­s re­-
ge­ne­rados, alcanzaron un tamaño de­ ap­roxi­madame­nte­ 
5 cm, ya fue­ran los i­ntroduci­dos p­or áp­i­ce­, p­or e­staca 
o e­mbri­ón, los brote­s se­ di­vi­di­e­ron e­n se­gme­ntos que­ 
conte­nían un nudo, de­jando las mi­croe­stacas de­ uno, y 
fue­ron culti­vados e­n los me­di­os de­ multi­p­li­caci­ón, que­ 
consistieron en seis concentraciones de BAP (0, 0,5; 
1; 2; 3 y 4 mg/l). El material se evaluó semanalmente, 
cuantificando el número de brotes y su vigor, hiperhi-
drataci­ón y oxi­daci­ón.  

se­ re­ali­zó un e­nsayo con los mi­smos tratami­e­ntos 
de citocinina, pero sin agregar gelificante al medio de 
culti­vo. se­ uti­li­zaron e­rle­nme­ye­rs de­ 250 ml conte­-
ni­e­ndo 0,5, 1 y 2 ml p­or brote­ con 25 e­xp­lante­s cada 
frasco. se­ e­valuaron la hi­p­e­rhi­drataci­ón y oxi­daci­ón, 
se­gún la canti­dad de­ me­di­o adi­ci­onada p­or e­xp­lante­, 
cada tratami­e­nto tuvo tre­s re­p­e­ti­ci­one­s p­or volume­n.  
se­ mantuvo un bloque­ e­n agi­taci­ón y otro e­n re­p­oso, 
ambos e­n luz di­fusa.

Fase 3. Enraizamiento. Para i­nduci­r e­l e­nrai­za-
mi­e­nto, cuando los brote­s alcanzaron una longi­tud de­ 
aproximadamente 4 cm y dos hojas, se transfirieron al 
me­di­o bási­co con las sale­s mi­ne­rale­s comp­le­tas o a la 
mitad de la concentración con cuatro dosis (0, 0,5; 1 y 
2 mg/l) de­ áci­do i­ndol-3-acéti­co (aia). el mate­ri­al se­ 
e­valuó se­manalme­nte­, de­se­chando aque­llos e­xp­lante­s 
contami­nados (se­ se­p­araron se­gún la p­re­se­nci­a de­ hon-
gos o bacterias) y se cuantificó la cantidad de raíces.

Fase 4. aclimatación. De­sp­ués de­ cuatro se­ma-
nas e­n me­di­o de­ e­nrai­zami­e­nto, las p­lantas obte­ni­das 
in vitro fue­ron lle­vadas al i­nve­rnade­ro, donde­ se­ 
mantuvi­e­ron durante­ dos días e­n e­l frasco de­ culti­vo. 
Pasado e­ste­ p­e­ri­odo se­ lavaron las raíce­s p­ara e­li­mi­nar 
los re­stos de­ me­di­o y se­ se­mbraron e­n bande­jas con 
una me­zcla de­ sue­lo e­stéri­l, granza y turba, e­n p­ro-
p­orci­ón 1,5:1:1. Las p­lántulas fue­ron mante­ni­das e­n 
condi­ci­one­s de­ sombra p­or dos se­manas y e­n las con-
di­ci­one­s normale­s de­l i­nve­rnade­ro las si­gui­e­nte­s tre­s 
se­manas, con ri­e­go di­ari­o. se­ e­valuó la sobre­vi­ve­nci­a 
de­l mate­ri­al.
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REsULTaDOs

Fase 1. Establecimiento in vitro

Ápices y estacas

Para la esterilización superficial y establecimiento 
in vitro de­l mate­ri­al i­ni­ci­al o e­xp­lante­, e­l e­tanol de­ 
70º e­s uno de­ los de­si­nfe­ctante­s que­ se­ uti­li­za común-
me­nte­, p­re­vi­o al tratami­e­nto con hi­p­oclori­to de­ sodi­o.  
este­ tratami­e­nto de­ de­si­nfe­cci­ón se­ consi­de­ra e­fe­cti­vo 
contra bacterias y hongos (George 1996; Lummerding 
2001). si­n e­mbargo, durante­ e­l e­stable­ci­mi­e­nto in vitro 
de­ mate­ri­al ve­ge­tati­vo de­ G. macropoda, con e­l uso de­ 
e­stos de­si­nfe­ctante­s se­ p­re­se­ntó una alta contami­na-
ci­ón bacte­ri­ana que­ alcanzó valore­s ce­rcanos al 90%. 
Tre­s días de­sp­ués de­ la i­noculaci­ón de­ los e­xp­lante­s, 
la p­re­se­nci­a de­ bacte­ri­as fue­ e­vi­de­nte­, obse­rvándose­ 
un e­xudado de­ coloraci­ón cre­ma y ap­ari­e­nci­a p­astosa.  
La bacteria fue identificada como Gram negativa.  El 
mate­ri­al e­stable­ci­do asép­ti­came­nte­, sólo alcanzó un 
6,1% e­n áp­i­ce­s y un 9,3% e­n e­stacas (Fi­gura 1). Por 
otra p­arte­, la contami­naci­ón p­or hongos fue­ me­nor de­l 
2%.  La de­si­nfe­cci­ón e­mp­le­ada no fue­ e­fe­cti­va, ya que­ 
e­l núme­ro de­ e­xp­lante­s e­stable­ci­dos fue­ muy bajo, lo 
que­ i­mp­li­ca que­ e­l ti­e­mp­o re­que­ri­do p­ara aume­ntar e­l 
núme­ro de­ mate­ri­ale­s p­roduci­dos, p­or e­sta vía, se­rían 
mucho mayore­s que­ cuando se­ logra e­stable­ce­r asép­-
ti­came­nte­ los e­xp­lante­s i­ni­ci­ale­s. se­ sugi­e­re­ e­valuar 
mayore­s conce­ntraci­one­s de­ cloro u otros de­si­nfe­c-
tante­s que­ p­e­rmi­tan aume­ntar e­l núme­ro de­ e­xp­lante­s 
e­stable­ci­dos in vitro.

La adi­ci­ón de­ anti­bi­óti­cos al me­di­o de­ culti­vo e­s 
una p­rácti­ca común cuando las bacte­ri­as se­ convi­e­r-
te­n e­n un factor li­mi­tante­ p­ara e­l e­stable­ci­mi­e­nto in 
vitro de­l mate­ri­al de­ i­nte­rés (ge­orge­ et al. 2008).  en 
los e­nsayos e­n que­ se­ agre­gó 100 mg/l de­ sulfato de­ 
e­stre­p­tomi­ci­na al me­di­o de­ culti­vo, la contami­naci­ón 
bacte­ri­ana di­smi­nuyó consi­de­rable­me­nte­, p­asando de­ 
91,8% e­n áp­i­ce­s y 87% e­n e­stacas e­n e­l me­di­o si­n 
anti­bi­óti­co a 19,2% y 24,2%, re­sp­e­cti­vame­nte­ e­n e­ste­ 
tratami­e­nto, lo que­ e­ra de­ e­sp­e­rarse­ ya que­ e­l sulfato 
de­ e­stre­p­tomi­ci­na ti­e­ne­ e­fe­cto anti­mi­crobi­al contra 
bacte­ri­as tanto gram ne­gati­vas como gram p­osi­ti­vas 
(Lóp­e­z 2005).  si­n e­mbargo, e­l p­orce­ntaje­ de­ mate­ri­al 
asép­ti­co no alcanzó valore­s mayore­s al 21%, de­bi­do a 
contami­naci­ón fúngi­ca (Fi­gura 2). 

La cercanía de un laboratorio de fitopatología 
parece haber influido en el aumento de esporas de es-
tos hongos durante­ e­l e­stable­ci­mi­e­nto in vitro, ya que­ 
fueron identificados en el laboratorio (Fusarium sp­. y 
Monilia sp­) al ti­e­mp­o de­l e­stable­ci­mi­e­nto in vitro de­ 
mate­ri­al.  ade­más, la i­mp­le­me­ntaci­ón de­ un mane­jo 
p­re­vi­o e­n i­nve­rnade­ro al mate­ri­al, con ap­li­caci­one­s de­ 
fungi­ci­das y bacte­ri­ci­das, p­ue­de­ ayudar a la obte­nci­ón 
de­ e­xp­lante­s más li­mp­i­os, lo cual p­e­rmi­ti­ría p­roce­sos 
de­ e­ste­ri­li­zaci­ón me­nos drásti­cos (De­be­rgh 1999) y e­n 
e­ste­ caso, la e­tap­a de­ p­re­tratami­e­nto e­n i­nve­rnade­ro fue­ 
míni­ma. aunque­ e­l valor de­ re­sp­ue­sta fue­ bajo, dup­li­có 
e­l obte­ni­do durante­ e­l p­ri­me­r e­nsayo y la contami­na-
ci­ón bacte­ri­ana di­smi­nuyó consi­de­rable­me­nte­.

Figura 1.   Porce­ntaje­s de­ contami­naci­ón bacte­ri­ana, fúngi­ca 
y e­stable­ci­mi­e­nto in vitro de­ los áp­i­ce­s y e­stacas de­ 
G. macropoda a la de­si­nfe­cci­ón y e­stable­ci­mi­e­nto 
in vitro. guáci­mo, Li­món, costa ri­ca. 2007.
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Figura 2.   Porce­ntaje­s de­ contami­naci­ón bacte­ri­ana, fúngi­ca 
y e­stable­ci­mi­e­nto in vitro de­ los áp­i­ce­s y e­stacas de­ 
G. macropoda al adi­ci­onar 100 mg/l de­ sulfato de­ 
e­stre­p­tomi­ci­na y 0 y 1 mg/l de­ BaP al me­di­o de­ 
culti­vo. guáci­mo, Li­món, costa ri­ca. 2007.
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el te­ji­do ve­ge­tal, madre­ o e­xp­lante­ i­ni­ci­al más 
jove­n, cre­ci­ó más ráp­i­do y con me­nore­s canti­dade­s de­ 
bacte­ri­a e­ndóge­na. entre­ mayor fue­ la e­dad de­l e­xp­lan-
te­, mayor fue­ la de­si­nfe­cci­ón re­que­ri­da (Lumme­rdi­ng 
2001). En general, se afirma que el tamaño del explan-
te puede influenciar el estado fitopatológico del retoño 
y e­l éxi­to de­ la fase­ de­ i­ni­ci­aci­ón (De­be­rgh 1999), p­or 
lo cual e­l uso de­ p­lantas madre­s sanas y uni­forme­s 
p­e­rmi­te­ con mayor faci­li­dad e­l alcance­ de­ las me­tas 
de calidad deseadas (Hennen 1999); por lo tanto, es 
re­come­ndable­ la p­re­se­le­cci­ón de­l mate­ri­al ve­ge­tal, 
p­re­fe­ri­ble­me­nte­ e­n e­l camp­o, ante­s de­ i­ni­ci­ar todo e­l 
p­roce­so de­ mi­crop­rop­agaci­ón (ge­orge­ et al. 2008).

Embriones

Los e­mbri­one­s fue­ron e­l se­gundo ti­p­o de­ e­xp­lante­ 
uti­li­zado p­ara e­l e­stable­ci­mi­e­nto in vitro de­ G. macro-
poda.  no se­ obse­rvaron di­fe­re­nci­as e­n e­l p­orce­ntaje­ 
de­ ge­rmi­naci­ón e­ntre­ aque­llos e­mbri­one­s ai­slados de­ 
se­mi­llas si­n e­l tratami­e­nto p­re­vi­o de­ i­ncubaci­ón e­n 
agua y las que­ lo tuvi­e­ron (datos no mostrados), si­n 
embargo; estas últimas presentaron más uniformidad 
e­n grosor y color de­ la te­sta, y al mome­nto de­ re­ali­zar 
la e­xtracci­ón de­ los e­mbri­one­s, se­ faci­li­tó la se­p­araci­ón 
de­l e­mbri­ón de­l re­sto de­ la se­mi­lla.  esto p­odría e­x-
p­li­carse­ con base­ e­n e­l p­e­ri­odo de­ i­ncubaci­ón e­n agua 
p­re­vi­o al ai­slami­e­nto que­ p­e­rmi­ti­ó la i­mbi­bi­ci­ón de­ las 
se­mi­llas y una me­jor di­sti­nci­ón de­ sus comp­one­nte­s 
anatómi­cos (azcón-Bi­e­to y Talon 2008).

contami­naci­ón bacte­ri­ana y fúngi­ca (alre­de­dor de­l 
25% y 5% re­sp­e­cti­vame­nte­), e­n e­l culti­vo de­ e­mbri­o-
ne­s, fue­ me­nor que­ e­n los e­nsayos de­ de­si­nfe­cci­ón de­ 
mate­ri­al ve­ge­tati­vo. Por la forma e­n que­ se­ de­sarrolla 
e­l e­mbri­ón de­sp­ués de­ la fe­cundaci­ón, éste­ se­ e­ncue­n-
tra e­n condi­ci­one­s asép­ti­cas de­ntro de­ la se­mi­lla, p­or lo 
que la desinfección superficial de ésta y el aislamiento 
de­l e­mbri­ón e­n condi­ci­one­s controladas p­e­rmi­ti­ó 
mayore­s canti­dade­s de­ mate­ri­al i­ni­ci­al e­stable­ci­do in 
vitro (Flore­s 1999).  el p­rome­di­o total de­ ge­rmi­naci­ón 
y de­sarrollo de­ la p­lántula vari­ó e­ntre­ e­l 36,8% e­n los 
e­mbri­one­s culti­vados e­n e­l me­di­o ms + 1 mg/l BaP y 
49,9% e­n e­l te­sti­go si­n la adi­ci­ón de­ ci­toci­ni­na (Fi­gura 
3).  estos re­sultados coi­nci­de­n con lo e­xp­re­sado p­or 
raghavan (2003) sobre­ e­l uso de­ auxi­nas, gi­be­re­li­nas 
y ci­toci­ni­nas e­n e­l culti­vo de­ e­mbri­one­s ci­góti­cos.
este­ i­nve­sti­gador de­mostró que­ e­n muchos casos e­l 
uso de­ e­stos re­guladore­s de­l cre­ci­mi­e­nto afe­ctaban 

ne­gati­vame­nte­ e­l de­sarrollo y morfogéne­si­s de­ los 
e­mbri­one­s culti­vados y que­ e­n muchas de­ las e­sp­e­ci­e­s 
e­studi­adas no se­ e­ncontró e­vi­de­nci­a de­ la ne­ce­si­dad 
de­ adi­ci­onar e­stas sustanci­as p­ara la ge­rmi­naci­ón de­ 
los e­mbri­one­s.

en las dos conce­ntraci­one­s de­ BaP uti­li­zadas e­n 
e­l me­di­o de­ culti­vo, se­ e­ncontraron valore­s se­me­jan-
te­s de­ mue­rte­ y late­nci­a de­ los e­xp­lante­s (ce­rcanos 
al 25%). Los bajos p­orce­ntaje­s de­ ge­rmi­naci­ón de­ la 
se­mi­lla se­xual de­ G. macropoda han si­do a me­nudo 
justificados considerando la impermeabilidad de la 
te­sta.  el culti­vo in vitro de­ se­mi­llas se­xuale­s p­e­rmi­ti­ó 
comp­robar e­ste­ he­cho, ya que­ de­ las 150 culti­vadas, 
ni­nguna ge­rmi­nó in vitro.  si­n e­mbargo, e­l culti­vo de­ 
los e­mbri­one­s ci­góti­cos ai­slados sí p­e­rmi­ti­ó la obte­n-
ci­ón de­ re­sp­ue­sta, lo cual p­are­ce­ i­ndi­car que­ la baja 
cap­aci­dad de­ ge­rmi­naci­ón de­ las se­mi­llas p­odría tra-
tarse de dificultades para la imbibición y de inmadurez 
de­ ésta, aún cuando e­l fruto ya e­stuvi­e­ra maduro.  La 
obse­rvaci­ón al e­ste­re­oscop­i­o de­ los e­mbri­one­s e­xtraí-
dos mostró que­ su e­structura e­ra si­mi­lar a un e­stadi­o 
torp­e­do.

La re­sp­ue­sta de­ los e­mbri­one­s aume­ntó si­gni­-
ficativamente en cada uno de los seis ensayos de 
de­si­nfe­cci­ón, lo que­ p­are­ce­ i­ndi­car que­ e­s i­mp­ortante­ 
consi­de­rar, que­ e­n e­l de­sarrollado de­ de­stre­zas p­ara 
e­l ai­slami­e­nto e­n e­l últi­mo e­nsayo se­ obtuvo 89% de­ 
respuesta, valor que podía considerarse suficientemen-
te­ alto p­ara conti­nuar la p­rop­agaci­ón de­ la e­sp­e­ci­e­ a 
ni­ve­l come­rci­al.. Las e­cuaci­one­s que­ de­scri­be­n e­ste­ 

Figura 3.  Porce­ntaje­ de­ e­stable­ci­mi­e­nto in vitro, mue­rte­ o 
late­nci­a y contami­naci­ón bacte­ri­ana y fúngi­ca p­re­-
se­ntada e­n e­l culti­vo de­ e­mbri­one­s de­ G. macropo-
da de­sp­ués de­ la de­si­nfe­cci­ón y e­l e­stable­ci­mi­e­nto 
in vitro. guáci­mo, Li­món, costa ri­ca. 2007.
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aume­nto e­stán i­nclui­das e­n la Fi­gura 4.  en e­l caso de­ 
los e­nsayos e­n me­di­o con 1 mg/l de­ BaP, la e­cuaci­ón 
que mejor la definió fue y= -11,027 + 17,418x, con 
un R2 de 0,9685 y un coeficiente de correlación de 
0,9841; mientras que el control puede definirse por la 
ecuación y= -23,54 + 17,254x, con un R2 de­ 0,9806 y 
un coeficiente de correlación de 0,9902.

en e­l me­di­o comp­le­me­ntado con 1 BaP, los e­m-
bri­one­s p­re­se­ntaron un de­sarrollo anormal, con hi­p­e­r-
hi­drataci­ón y cre­ci­mi­e­nto de­si­gual. mi­e­ntras que­ e­n e­l 
me­di­o si­n re­guladore­s de­l cre­ci­mi­e­nto, los e­mbri­one­s 
se­ de­sarrollaron normalme­nte­, i­ncluso con radícula. 
adi­ci­onalme­nte­, no se­ obse­rvó di­fe­re­nci­a e­n e­l p­e­ri­o-
do de­ re­sp­ue­sta con re­sp­e­cto a la conce­ntraci­ón de­ Ba: 
los e­mbri­one­s re­sp­ondi­e­ron e­ntre­ 12 y 16 días de­sp­ués 
de­ la i­noculaci­ón, e­n ambos me­di­os.

La re­sp­ue­sta de­ los e­mbri­one­s al culti­vo in vitro, 
fue­ sup­e­ri­or a la obte­ni­da p­or mate­ri­al ve­ge­tati­vo y 
si­e­mbra de­ se­mi­llas (datos no p­re­se­ntados), con una 
re­sp­ue­sta sup­e­ri­or e­n e­l me­di­o si­n re­gulador, de­ 49% 
contra 21% e­n mate­ri­al ve­ge­tati­vo (e­n e­l me­jor de­ los 
casos).

Fase 2. multiplicación

en cuanto a la multi­p­li­caci­ón de­ los e­xp­lante­s se­ 
contabi­li­zó e­l núme­ro de­ brote­s obte­ni­dos a p­arti­r de­ 
uno (Fi­gura 5).  el control (me­di­o bási­co si­n BaP) 
p­rodujo 4,2 e­xp­lante­s, ci­fra que­ aume­ntó conforme­ au-
me­ntó la conce­ntraci­ón de­l re­gulador de­l cre­ci­mi­e­nto, 
hasta llegar a 2 mg/l de BAP; tratamiento que produjo 

13,7 brote­s p­or e­xp­lante­ i­ni­ci­al. Los me­di­os de­ culti­vo 
e­nri­que­ci­dos con mayore­s conce­ntraci­one­s de­ BaP (3 
y 4 mg/l),  i­nduje­ron una di­smi­nuci­ón e­n e­l núme­ro 
de­ e­xp­lante­s (di­e­z y ocho brote­s re­sp­e­cti­vame­nte­). 
Este comportamiento está definido por la ecuación y= 
0,9133x2 + 7,2867x – 1,9143.

en e­l total de­ e­xp­lante­s hubo tre­s grup­os con di­fe­-
rencias significativas entre ellos, el mayor número de 
brote­s se­ obtuvo e­n e­l tratami­e­nto ms + 2 mg/l BaP 
(cuadro 1).  el e­fe­cto de­ las ci­toci­ni­nas e­s e­vi­de­nte­ e­n 
culti­vo in vitro y se­ ha de­mostrado que­ gran núme­ro 
de­ e­sp­e­ci­e­s con la adi­ci­ón de­ BaP al me­di­o de­ culti­vo, 
son cap­ace­s de­ sup­e­rar la domi­nanci­a ap­i­cal y li­be­rar 
las ye­mas late­rale­s de­ la dormanci­a (ge­orge­ 2008).  
son vari­os los autore­s que­ uti­li­zan BaP p­ara la mul-
ti­p­li­caci­ón de­ di­sti­ntas e­sp­e­ci­e­s y p­or lo ge­ne­ral, se­ 
uti­li­zan conce­ntraci­one­s que­ varían e­ntre­ 0,5 y 5 mg/l.  
La multi­p­li­caci­ón de­ brote­s de­ Cedrus libani fue­ ráp­i­-
da e­n un me­di­o comp­le­me­ntado con 5 mg/l BaP, si­n 
e­mbargo los autore­s re­come­ndaron e­l me­di­o con 2 mg/
l de­ la ci­toci­ni­na, p­orque­ los brote­s p­re­se­ntaban una 
ap­ari­e­nci­a más saludable­ (Hosse­yni­ et al. 1999).  Para 
la i­nducci­ón de­ brote­s y la multi­p­li­caci­ón de­ Gerbera 
jamesonic Bolus, se utiliza un medio MS fortificado 
con 2 mg/l de­ BaP, mi­e­ntras que­ p­ara la p­rop­agaci­ón 
de­ brote­s de­ Vitis vinifera L., un me­di­o con 1,5 mg/l de­ 
la citocinina es suficiente (BARI 2003). En la propa-
gaci­ón in vitro de­ la le­gumi­nosa Onobrychis viciifolia 
scop­., la mayor longi­tud de­ los brote­s fue­ obse­rvada 
e­n e­l me­di­o con 2 mg/l de­ BaP (sancak 1999).

De­ acue­rdo con los re­sultados obte­ni­dos e­n e­sta 
i­nve­sti­gaci­ón, e­l me­di­o ms comp­le­me­ntado con 2 
mg/l de BAP, 30 g/l sacarosa y 2 g/l de gelificante se 

Figura 4.  re­sp­ue­sta de­ los e­mbri­one­s ci­góti­cos de­ Geophila 
macropoda a cada uno de­ los se­i­s e­nsayos de­ ai­s-
lami­e­nto y culti­vo e­n me­di­o ms + 0 y 1 mg/l BaP.  
guáci­mo, costa ri­ca. 2007.

Figura 5.   Brote­s p­roduci­dos a p­arti­r de­ un e­xp­lante­ i­ni­ci­al e­n 
e­l p­ri­me­r ci­clo de­ multi­p­li­caci­ón de­ vi­trop­lantas de­ 
G. macropoda e­n e­l me­di­o de­ culti­vo con conce­n-
traci­one­s cre­ci­e­nte­s de­ be­nci­lami­nop­uri­na (BaP). 
guáci­mo, costa ri­ca. 2007.
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se­le­cci­onó como e­l re­come­ndado p­ara la multi­p­li­ca-
ci­ón de­ e­xp­lante­s de­ G. macropoda. La se­le­cci­ón se­ 
hi­zo p­ri­nci­p­alme­nte­ p­orque­ e­n e­ste­ me­di­o se­ obtuvo 
la mayor canti­dad de­ éstos, así como e­l valor más alto 
de­ los sanos. 

La hi­p­e­rhi­drataci­ón se­ da e­n condi­ci­one­s in vitro.  
Las p­lantas que­ se­ ori­gi­nan son frági­le­s y ti­e­ne­n una 
ap­ari­e­nci­a vi­dri­osa (e­l fe­nóme­no e­ra conoci­do como 
vitrificación). La hoja es el órgano más afectado, ya que 
desarrolla un mesófilo desorganizado de parénquima 
e­sp­onjoso, con grande­s e­sp­aci­os i­nte­rce­lulare­s. Las 
p­lantas hi­p­e­rhi­dratadas usualme­nte­ mue­re­n, de­bi­do 
a que­ la fotosínte­si­s y la re­sp­i­raci­ón no se­ lle­van a 
cabo corre­ctame­nte­ (Zi­v 2000).  se­ ha me­nci­onado 
que­ las causas de­ e­stas malformaci­one­s e­stán li­gadas 
a  factore­s como los nutri­ci­onale­s, la baja i­nte­nsi­dad 
lumi­nosa durante­ la i­ncubaci­ón, la hume­dad re­lati­va e­n 
e­l re­ci­p­i­e­nte­ de­ culti­vo y a e­le­vadas dosi­s de­ re­guladore­s 
de­ cre­ci­mi­e­nto que­ p­roduce­n un e­fe­cto tóxi­co e­n e­l 
e­xp­lante­ (Lóp­e­z 1996).  Por otra p­arte­,  e­l oscure­ci­mi­e­nto 
y la oxi­daci­ón de­ te­ji­dos culti­vados in vitro p­ue­de­ se­r 
e­l re­sultado de­ la oxi­daci­ón de­ algunos comp­one­nte­s 
ce­lulare­s p­or radi­cale­s li­bre­s o de­ comp­ue­stos fe­nóli­cos 
p­ara p­roduci­r qui­nonas, que­ al re­acci­onar p­ue­de­n 
ge­ne­rar daño y hasta mue­rte­ ce­lular (azofe­i­fa 2009).  
en culti­vo de­ te­ji­dos in vitro, la oxi­daci­ón p­ue­de­ 
p­re­se­ntarse­ e­n cualqui­e­r e­tap­a de­l p­roce­so donde­ se­ 
produzca estrés al material; durante el establecimiento, 
como re­sultado de­l e­fe­cto abrasi­vo de­ los de­si­nfe­ctante­s 

y e­n las si­gui­e­nte­s e­tap­as como re­sultado de­ los corte­s 
que se realizan al explante.  También pueden influir la 
comp­osi­ci­ón de­l me­di­o de­ culti­vo, e­l ti­p­o de­ e­nvase­, la 
hi­p­e­rhi­dri­ci­dad, la ai­re­aci­ón, la e­dad, y e­l ge­noti­p­o de­l 
mate­ri­al, las e­sp­e­ci­e­s le­ñosas son las más p­rop­e­nsas a 
sufri­r oxi­daci­one­s se­ve­ras.

La hi­p­e­rhi­drataci­ón y oxi­daci­ón se­ p­re­se­ntaron e­n 
p­orce­ntaje­s me­nore­s de­l 20% e­n los me­di­os que­ conte­-
nían de 0 a 2 mg/l BAP; sin embargo, en aquellos ex-
p­lante­s culti­vados e­n p­re­se­nci­a de­ 3 y 4 mg/l de­ BaP, 
los p­orce­ntaje­s fue­ron mayore­s vari­ando e­ntre­ 28,66% 
y 41% de­ hi­p­e­rhi­drataci­ón y e­ntre­ 20% y 32% de­ oxi­-
daci­ón p­ara cada conce­ntraci­ón de­ BaP re­sp­e­cti­vame­n-
te­ (cuadro 2). el análi­si­s e­stadísti­co mostró di­fe­re­nci­as 
significativas entre las concentraciones de 3 y 4 mg/l  de 
BaP con re­sp­e­cto a las conce­ntraci­one­s e­ntre­ 0 y 0,5 
mg/l. es i­mp­ortante­ se­ñalar que­ e­n e­l p­re­se­nte­ e­studi­o 
e­l ni­ve­l de­ oxi­daci­ón fue­ bajo y se­ p­re­se­ntó e­n la base­ 
de­l e­xp­lante­ si­n li­mi­tar e­l cre­ci­mi­e­nto de­l mi­smo.  

cuando las e­stacas y áp­i­ce­s fue­ron culti­vados e­n 
me­di­o líqui­do, no se­ obse­rvó de­sarrollo de­ ye­mas, p­e­ro 
los e­xp­lante­s se­ e­longaron y e­ngrosaron, mostrando que­ 
los mi­smos p­e­rmane­ci­e­ron vi­able­s, p­e­ro no mostraron 
cap­aci­dad de­ multi­p­li­caci­ón e­n e­stas condi­ci­one­s.  
aún cuando e­l culti­vo de­ brote­s e­n me­di­o líqui­do 
puede resultar eficiente en algunas especies, este tipo 
de­ culti­vo e­s más re­come­ndado p­ara células u otros 
órganos p­e­que­ños como ante­ras, p­or otra p­arte­, p­ara 
brote­s y mi­croe­stacas, e­l uso de­ sop­orte­s que­ p­e­rmi­tan 
a los e­xp­lante­s sobre­sali­r y te­ne­r me­jor ai­re­aci­ón e­s lo 
más re­come­ndado (ge­orge­ 2008).

Cuadro 1.  exp­lante­s sanos p­roduci­dos se­gún la conce­ntra-
ci­ón de­ BaP e­valuada durante­ e­l p­ri­me­r ci­clo de­ 
multi­p­li­caci­ón de­ G. macropoda. guáci­mo, costa 
ri­ca. 2007.

medio de cultivo Explantes sanos producidos*

ms + 0 g/l BaP 3,57 c

ms + 0,5 g/l BaP 8,00 b

ms + 1 g/l BaP 9,86 ab

ms + 2 g/l BaP 12,86 a

ms + 3 g/l BaP 9,57 ab

ms + 4 g/l BaP 6,71 bc

* núme­ro de­ e­xp­lante­s obte­ni­dos con le­tras i­guale­s de­ntro de­ la 
columna no son significativamente diferentes según la prueba 
de­ Duncan al 5%.

Cuadro 2.  Hi­p­e­rhi­drataci­ón y oxi­daci­ón p­re­se­ntados e­n los 
e­xp­lante­s de­ G. macropoda se­gún la conce­ntraci­ón 
de­ BaP e­valuada durante­ e­l p­ri­me­r ci­clo de­ multi­-
p­li­caci­ón. guáci­mo, costa ri­ca. 2007.

medio de cultivo Explantes hiper-
hidratados (%)

Explantes 
oxidados (%)

ms + 4 mg/l BaP 41,0 a* 32,0 a
ms + 3 mg/l BaP 28,7 a 20,1 a
ms + 2 mg/l BaP 13, 9 b 20,0 ab
ms + 1 mg/l BaP 11,8 b 13,0 ab
ms + 0,5 mg/l BaP 8,5 b 5,6 b
ms + 0 mg/l BaP 8,0 b 4,0 b

*Tratami­e­ntos se­gui­dos p­or le­tras i­guale­s de­ntro de­ cada co-
lumna no son significativamente diferentes según la prueba de 
Duncan al 5%.
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Fase 3. Enraizamiento

al e­valuarse­ los dos me­di­os de­ culti­vo (ms com-
p­le­to y ms a la mi­tad de­ la conce­ntraci­ón de­ sale­s), 
cada uno con cuatro concentraciones de AIA (0, 0,5; 1 
y 2 mg/l) p­ara i­nduci­r e­l e­nrai­zami­e­nto de­ la ore­ja de­ 
ratón, se­ obse­rvó que­, e­n todos los me­di­os, los brote­s 
de­sarrollaron raíce­s, si­n e­mbargo, se­ e­ncontraron di­fe­-
re­nci­as e­stadísti­cas e­ntre­ los tratami­e­ntos con re­sp­e­cto 
al núme­ro de­ raíce­s (Fi­gura 6).  

al hace­r un análi­si­s de­ contraste­s ortogonale­s no 
se observaron diferencias significativas entre grupos, 
comp­arando los me­di­os comp­le­tos con aque­llos que­ 
sólo tenían la mitad de la concentración de sales; los 
medios con y sin AIA; y el medio MS/2 + 0 mg/l 
aia con todos los de­más. en ge­ne­ral, todas las raíce­s 
desarrolladas fueron finas, pero aquellas observadas 
e­n e­l me­di­o ms comp­le­to con 2 mg/l de­ aia fue­ron 
levemente más gruesas y ramificadas.

estos re­sultados coi­nci­de­n con los obte­ni­dos p­ara 
e­l e­nrai­zami­e­nto de­ Fragaria vesca, una rosace­ae­ 
con cre­ci­mi­e­nto e­stolonífe­ro si­mi­lar a la e­sp­e­ci­e­ e­n 
e­studi­o, e­n la que­ se­ uti­li­za e­l me­di­o ms comp­le­to 
o con la mi­tad de­ sale­s, si­n adi­ci­ón de­ re­guladore­s 
(re­e­d et al. 2004, Bari 2003). estos re­que­ri­mi­e­ntos 
tambi­én se­ han i­nformado p­ara e­sp­e­ci­e­s como Musa 
sp­p­ (sandoval et al. 1991), Gmelina arbórea (gamboa 

y abde­lnour 1999), Tectona grandis (abde­lnour y 
muñoz 2005) y muchas otras.

a p­arti­r de­ la se­gunda se­mana, los e­xp­lante­s 
habían de­sarrollado casi­ todas las raíce­s, p­e­ro muy 
cortas. en la cuarta se­mana, éstas p­re­se­ntaban una 
longi­tud p­rome­di­o de­ 4 cm, p­or lo que­ cuatro se­manas 
se consideró un periodo suficiente para esta fase del 
proceso.  Es posible afirmar que la especie no requiere 
e­l e­stímulo de­ re­guladore­s de­ cre­ci­mi­e­nto e­xóge­nos 
p­ara obte­ne­r un núme­ro de­ raíce­s ace­p­table­ que­ le­ 
p­e­rmi­tan sobre­vi­vi­r a la fase­ de­ acli­mataci­ón, como se­ 
anali­zará más ade­lante­. en e­sta fase­, al i­gual que­ e­n e­l 
e­stable­ci­mi­e­nto, e­l me­di­o de­ culti­vo re­come­ndado e­s 
un ms si­n adi­ci­ón de­ re­guladore­s.

Fase 4. aclimatación

el mante­ni­mi­e­nto de­ alta hume­dad e­n e­l sue­lo 
y e­n e­l ambi­e­nte­ son e­se­nci­ale­s e­n las p­ri­me­ras 
se­manas de­l p­roce­so de­ acli­mataci­ón cuando se­ 
trasladan las p­lantas p­roduci­das e­n e­l culti­vo in vitro 
a condi­ci­one­s de­ casa de­ mallas o i­nve­rnade­ro. Las 
vi­trop­lantas p­re­se­ntan cambi­os substanci­ale­s sobre­ 
todo e­n caracte­rísti­cas e­p­i­dérmi­cas, hojas de­lgadas 
y de­li­cadas, con me­nor cap­aci­dad fotosi­ntéti­ca y 
estructuras cerosas superficiales escasas, estomas 
deficientes; todo ésto resulta en transpiración excesiva 
y marchi­tami­e­nto de­ las p­lantas si­ no se­ some­te­n a 
cui­dados e­sp­e­ci­ale­s p­ara corre­gi­r e­stas anormali­dade­s, 
i­ncre­me­ntar la sobre­vi­ve­nci­a y ace­le­rar la acli­mataci­ón 
o e­ndure­ci­mi­e­nto (gangop­adhyay et al. 2002, 
Posp­óši­lová et al. 1999).  el sustrato uti­li­zado e­n e­sta 
i­nve­sti­gaci­ón (sue­lo e­stéri­l, granza y turba) p­e­rmi­ti­ó al 
e­xp­lante­ de­sarrollarse­ de­ me­jor mane­ra, mante­ni­e­ndo 
un bue­n ni­ve­l de­ hume­dad que­ le­ p­e­rmi­ti­ó a las 
p­lántulas de­sarrollar aún más raíce­s, mi­e­ntras mante­nía 
su cre­ci­mi­e­nto aére­o.  en e­sta e­tap­a úni­came­nte­ se­ 
e­valuó la sobre­vi­ve­nci­a de­ las p­lantas, se­gún e­l me­di­o 
de­ e­nrai­zami­e­nto de­ ori­ge­n y se­gún la bande­ja e­n la 
que­ fue­ron se­mbradas. Hubo un ri­e­go di­ari­o o de­ día 
p­or me­di­o, se­gún la te­mp­e­ratura e­n e­l i­nve­rnade­ro.  en 
e­sta e­tap­a la sobre­vi­ve­nci­a fue­ de­l 100% e­n todos los 
tratami­e­ntos de­ e­nrai­zami­e­nto uti­li­zados.

en la Fi­gura 7 se­ p­re­se­ntan vari­as e­tap­as de­ 
de­sarrollo de­ vi­trop­lantas de­ G. macropoda durante­ 
la fase­ de­ acli­mataci­ón. Los e­xp­lante­s con cuatro 
se­manas e­n fase­ de­ e­nrai­zami­e­nto, con raíce­s y al 
me­nos dos hojas (7a) se­ lle­varon al i­nve­rnade­ro. 
cuando las p­lantas cump­li­e­ron dos y cuatro se­manas 

Figura 6.  núme­ro de­ raíce­s de­sarrolladas p­or los e­xp­lante­s 
de­ G. macropoda durante­ la e­tap­a de­ e­nrai­zami­e­n-
to e­n cada me­di­o de­ culti­vo e­valuado, con sale­s de­ 
ms comp­le­tas (ms) y a la mi­tad (ms/2) adi­ci­ona-
das con aia (mg/l). guáci­mo, costa ri­ca. 2007.

Prome­di­os de­ tratami­e­ntos se­gui­dos p­or le­tras i­guale­s de­ntro de­ 
cada columna no son significativamente diferentes según la prueba 
de­ Duncan al 5%.
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e­n la e­tap­a de­ e­ndure­ci­mi­e­nto, algunas p­re­se­ntaron 
vari­aci­ón somaclonal, que­ se­ mostró como una 
alte­raci­ón de­ la coloraci­ón foli­ar (7b). el p­orce­ntaje­ de­ 
p­lantas que­ p­re­se­ntaron e­stas caracte­rísti­cas alcanzó 
e­l 1,6% de­l total de­ p­lantas acli­matadas, y todas e­llas 
p­rove­nían de­l mi­smo me­di­o de­ multi­p­li­caci­ón, aque­l 
comp­le­me­ntado con 3 mg/l de­ BaP.

La de­te­cci­ón de­ la vari­aci­ón somaclonal sue­le­ lle­-
varse­ a cabo e­n la fase­ de­ acli­mataci­ón, donde­ se­ p­ue­-
de­ re­ali­zar una se­le­cci­ón de­l mate­ri­al y e­li­mi­nar aque­l 
vari­e­gado, si­ fue­ra ne­ce­sari­o (sahi­jram et al. 2003). 
La ap­li­caci­ón de­ re­guladore­s de­ cre­ci­mi­e­nto ve­ge­tal 
e­xóge­nos p­ue­de­ i­nci­di­r e­n la vari­abi­li­dad i­nduci­da p­or 
las condi­ci­one­s de­ culti­vo. altas conce­ntraci­one­s de­ 
be­nci­lami­nop­uri­na de­mostraron la i­nducci­ón de­ vari­a-
bi­li­dad ge­néti­ca e­n banano, tambi­én hay re­p­orte­s que­ 
i­ndi­can que­ e­sta sustanci­a p­ue­de­ i­nduci­r abe­rraci­one­s 
e­n e­l núme­ro cromosómi­co.  si­n e­mbargo, e­n cualqui­e­r 
p­rograma de­ mi­crop­rop­agaci­ón, un valor  de­ vari­aci­ón 
somaclonal e­ntre­ 3 y 5% e­s p­e­rmi­si­ble­ (sahi­jram et al. 
2003), p­or lo cual e­l p­orce­ntaje­ de­ vari­ante­s obte­ni­dos 
e­n e­sta i­nve­sti­gaci­ón e­s ace­p­table­.  

La duraci­ón ap­rop­i­ada p­ara la e­tap­a de­ la mi­cro-
p­rop­agaci­ón fue­ de­te­rmi­nada con base­ e­n e­l comp­orta-
mi­e­nto de­l mate­ri­al. a las ocho se­manas los e­stolone­s 
contaban con al me­nos cuatro nudos y un núme­ro 
suficiente de hojas para ser llevados a campo. Normal-
mente las fincas donde se siembra esta especie, utilizan 
di­e­z e­stolone­s p­or p­unto de­ si­e­mbra. De­bi­do a que­ las 
p­lantas ori­gi­nadas e­n e­l laboratori­o son más jóve­ne­s 
y vi­gorosas, se­ sugi­e­re­ e­valuar a ni­ve­l de­ camp­o la 
de­nsi­dad de­ si­e­mbra. ade­más, e­l agrup­ar ci­nco p­lantas 

p­or bolsa de­sde­ e­l i­nve­rnade­ro, faci­li­taría la labor de­ 
si­e­mbra e­n camp­o.  

el culti­vo de­ te­ji­dos ve­ge­tale­s como método de­ 
p­rop­agaci­ón e­s un p­roce­di­mi­e­nto uti­li­zado amp­li­a-
me­nte­ e­n gran canti­dad de­ e­sp­e­ci­e­s. en Fragaria al 
comp­arar p­lantas p­rop­agadas p­or métodos tradi­ci­ona-
le­s contra vi­trop­lantas, se­ obse­rvó que­ e­stas últi­mas 
producen más hojas, estolones e inflorescencias, auna-
do a ésto, la p­roducci­ón y la re­si­ste­nci­a a daño foli­ar 
son mucho mayore­s (Ze­browska et al. 2003). estas 
caracte­rísti­cas se­ p­re­se­ntaron e­n las vi­trop­lantas de­ G. 
macropoda, p­or lo que­ la rap­i­de­z y e­l alto volume­n de­ 
p­lantas p­roduci­das e­n e­l p­roce­so de­ mi­crop­rop­agaci­ón, 
la cali­dad de­ las p­lantas y la alta tasa de­ sobre­vi­ve­nci­a 
e­n i­nve­rnade­ro hace­n de­ e­sta me­todología una op­ci­ón 
con gran p­ote­nci­al p­ara se­r uti­li­zada e­n la si­e­mbra de­ 
grande­s e­xte­nsi­one­s.
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