Tecnologia en marcha ————e

Estudios conducentes al establecimiento in vitro
de Pilén Hyeronima alchorneoides,
especie nativa de Costa Rica

Estudiante investigadora: Kattya Gamboa Ibarra
Escuela de Ingenieria Forestal

favorecio el rebrote y desarrollé yemas,

Resumen

Pilon (Hyeronima alchorneoides), espe-
cie que posee un gran potencial economi-
co por el uso que se le ha dado en la re-
forestacion de las zonas bajas de Costa
Rica. Pilon es una de las especies del
bosque himedo a muy himedo tropical
con un gran potencial ecologico y comer-
cial. Su fruto es apetecido por muchas
aves, su madera es muy colorida y de am-
plio uso en carpinteria y construccion en
general. Es una especie nativa muy pro-
misoria para plantaciones; se comporta
bien y crece rdpidamente.

En este estudio se evalud la respuesta a la
desinfeccion y al establecimiento in vitro
de Hyeronima alchorneoides; se utiliza-
ron microestacas de distintos tamafios
(2 cm y de 6-7 cm), se aplicaron diez tra-
tamientos de desinfeccion y se logré dis-
minuir a un 67% la contaminacion. El
tinico agente contaminante fue el hongo y
el desinfectante que dio mejores resulta-
dos fue el cloruro de mercurio en interva-
los cortos de tiempo (5-10 minutos) y a
bajas concentraciones (0,095 - 0,5%).

Se obtuvieron resultados positivos en la
induccion al desarrollo de estructuras ya
que se produjo el rebrote, en 33% de los
explantes, con la ventaja de que este ma-

al mismo tiempo se demostré que la re-
duccion de sales minerales adicionadas
no afecto el desarrollo del material.

Summanry

Pilon Hyeronima alchorneoides is a
native to the humid tropic forest. Its fruits
are eaten by birds. The wood is colorful
and broadly used in carpentry and
general construction. This species is
considered promising for reforestation of
low-land areas of Costa Rica.

This study evaluated the response of Pilon
to the establishment under in vitro
conditions. Cultings (2 to 7 cm) from
greenhouse plantlets were disinfected with
Mercurium Chloride (0,095 % to 0.5 % a.i)
or Calcium Chloride (2,4% to 8% a.i).

Explants were cultivated on Murashige &
Skoog medium enriched with cytokinins
(Bencyladenine (BA); Isopentenyladenine
16 Ade). The highest percentage of explants
establhished under aseptic conditions
(33%) was obtained with Mercurium
Chloride at 0,095 % as disinfectant. The
medium supplemented with 2,5 mg/L of BA
favored the latter grouth of explants. Initial
explants of 6 to 7 cm long showed the best
response to in vitro culture.

terial vegetativo se siguié desarrollando s
s e Inerodiggion
satisfactoriamente bajo condiciones in vi-
tro. Para esta especie la adicion de benci- El desarrollo de la actividad forestal en el pais
laminopurina (BAP) al medio de cultivo requiere de un fortalecimiento por medio de
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programas cientificos que respalden y asegu-
ren la sostenibilidad en el uso de los recursos
naturales. El germoplasma usado actualmente
en la reforestacién y con el manejo del bos-
que natural estd en serio peligro de extincion
ya que no se cuenta con programas integra-
dos, que procuren su conservacion, el mejora-
miento genético y la produccion de semillas o
material vegetativo usado en la propagacion
masiva de la especie, cualquiera que sea.

Las especies que se reproducen por medios
asexuales tienen hoy dia una amplia posibili-
dad de mejoramiento y desarrollo de nuevas
variedades gracias a la difusién de tecnolo-
gias muy avanzadas; debido a la versatilidad
de estos sistemas de micropropagacion se su-
pone que este método sustituird los sistemas
convencionales de multiplicacién y se logra-
r4 asi el desarrollo de alternativas promete-
doras para el campo forestal ya que por me-
dio de esta técnica se podrian obtenener y
conservar especies de importancia ecoldgica
y econémica para la sociedad costarricense,
las cuales se encuentran en peligro de extin-
cién, 0 que en menor o mayor grado y por ca-
racteristicas propias de cada una, presentan
problemas de reproduccién, tanto a nivel de
vivero como en su hdbitat natural.

Objetivos
General

« Evaluar el comportamiento bajo condi-
ciones in vitro de Hieronyma alchorneoi-
des (Pilon).

Especificos

+ Seleccionar el material idoneo para el es-
tablecimiento del proyecto.

+ Evaluar varios métodos de desinfeccion
del material para la especie.

« Desarrollar el protocolo para el estableci-
miento y la multiplicacién in vitro de los
materiales.

 Valorar el comportamiento de los mate-
riales y los factores que influyen en su de-
sarrollo in vitro.
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Materiales y métodos

Esta investigacion se llevo a cabo en el Labo-
ratorio de cultivos de tejidos del Centro de
Investigacién en Biotecnologia (CIB) del
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica. Tuvo
una duracion de seis meses contados a partir
de octubre de 1996.

* Material vegetal:

El material vegetativo empleado consistié
en microestacas de diferentes tamanos,
las cuales provinieron de pldntulas y se-
millas que fueron donadas por el proyec-
to Especies nativas de la zona norte, ubi-
cado en la Sede del Instituto Tecnol6gico
de Costa Rica, en San Carlos.

Las pldntulas se mantuvieron bajo condi-
ciones de invernadero donde fueron trata-
das con benomil (benlate) a razén de 1gr/1
mds streptomicina (agrimicin 500) en
igual concentracion, ocho dias antes de su
uso en el experimento.

+ Etapa de desinfeccién e induccion al de-
sarrollo:

Para iniciar las pruebas de desinfeccion,
se procedié a cortar cada uno de los ex-
plantes con un bisturi, de manera que que-
daran explantes formados por el dpice y
dos o tres nudos, se eliminé por completo
la parte foliar. Después de haber realizado
la respectiva desinfeccion del material, to-
dos los explantes se colocaron en frascos
de gerber con 20 ml de medio. Posterior-
mente se utilizaron explantes de mayor
longitud (6-7 cm), por lo que se usaron tu-
bos de ensayo con 10 ml de medio.

Para la desinfeccion se procedié a hacer
un lavado con jabén y agua abundante pa-
ra eliminar cualquier tipo de residuos que
pudiesen estar adheridos a los explantes;
este mismo procedimiento fue usado en
todos los tratamientos que a continuacion
se describen:

Tratamiento 1: Los explantes se coloca-
ron en una disolucién de cloruro de mer-
curio al 0,25%, por espacio de 5 minutos
en el agitador magnético. Los lavados en
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la cdmara de transferencia fueron tres, con
agua destilada estéril para remover los re-
siduos del desinfectante empleado. La
inoculacién del material se hizo en el me-
dio de cultivo Murashige y Skoog (1962),
suplementado con Bencilaminopurina
(BAP), a razon 4 mg/l, més 0,6 g/l de car-
bon activado como antioxidante.

Tratamiento 2: Este tratamiento lo tinico
que varia con respecto al anterior, es la
concentracion de Bencilaminopurina
(BAP), en una proporcién de 2 mg/I.

Tratamiento 3: La desinfeccién en este
tratamiento se hizo con cloruro de mercu-
rio al 0,5% por 5 minutos en agitaci6n.
Los tres lavados en cdmara fueron con
agua destilada estéril para luego inocular
el explante en un medio Murashige y
Skoog (1962), sin ninguna hormona.

Tratamiento 4: En este tratamiento se
procedié a colocar las secciones del tallo
(explantes) en agrimicin mds benlate a ra-
z6n de 1g/l de cada uno y en agitacién por
espacio de una hora, luego se lavaron con
agua estéril y se colocaron en hipoclorito
de calcio al 8% por 5 minutos en bomba
al vacio. Transcurrido este lapso se desin-
fectaron nuevamente con hipoclorito de
calcio al 4% por 4 minutos, ya en la ci-
mara de transferencia se hicieron dos en-
juagues con agua destilada estéril, y en el
iltimo enjuague los explantes se dejaron
reposar en dcido ascorbico més 4cido ci-
trico (50 mg/l de cada uno) por 20 minu-
tos, para evitar la oxidacién. El medio de
cultivo usado fue Murashige y Skoog
(1962), sin ningtin regulador.

Tratamiento 5: El desinfectante emplea-
do en esta etapa fue cloruro de mercurio
al 0,1% por 5 minutos en agitacion, pasa-
do este tiempo se hicieron dos lavados
con agua destilada estéril en la cdmara de
transferencia, el tercer lavado se hizo con
dcido ascérbico mds dcido citrico (50mg/l
de cada uno) como antioxidante. El me-
dio fue Murashige y Skoog (1962) suple-
mentado con la hormona Isopentenil ade-

nina i°Ade (Img/l) mas carb6n activado
como antioxidante (0,6 g/1).

Tratamiento 6: La desinfeccién fue he-
cha con cloruro de mercurio al 0,075%
por 7 minutos en agitacién. El medio de
cultivo usado fue Murashige y Skoog
(1962), solo que los macroelementos, mi-
croelementos y la fuente de hierro se agre-
garon al 50%; los deméds componentes
fueron incluidos en la forma usual, ade-
més se suplement6 con la hormona Iso-

pentenil adenina i%Ade (1mg/l) més car-
boén activado como antioxidante (0,6 g/l).

Tratamiento 7: Lo tinico que varia con
respecto al tratamiento anterior es que los
componentes del medio de cultivo son
agregados todos al 100%.

Tratamiento 8: Los explantes fueron co-
locados en alcohol de 70° por dos minu-
tos, posteriormente se pusieron en Agri-
micin mds Benlate a raz6n de 1g/1 de ca-
da uno por una hora, pasado este tiempo
los explantes se colocaron en hipoclorito
de sodio al 40% por 6i, todos los pasos
anteriores fueron en agitacién. El lavado
en camara se efectué con agua estéril en
los dos primeros y el tercer lavado fue con
dcido ascérbico mds dcido citrico (50mg/l
de cada uno). El medio fue Murashige y
Skoog (1962) mds Isopentenil adenina
libAde(Img/l) y carbén activado como
antioxidante (0,6 g/l).

Tratamiento 9: Los explantes se desin-
fectaron con cloruro de mercurio al
0,095% por un lapso de 5 minutos en agi-
tacién. Luego se llevaron a la cdmara de
transferencia donde se realizaron los lava-
dos con agua destilada para posterior-
mente hacer la inoculacién en el medio de
cultivo que fue Murashige y Skoog
(1962) suplementado con 2,5 mg/l de
Bencilaminopurina (BAP) y 0,6 g/l de
carb6n activado como antioxidante.

Tratamiento 10: Lo tnico que varia con
respecto al tratamiento anterior es en la
concentracion de BAP que en este caso
fue de Smg/l.
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En general se utiliz6 un disefio experimental
de bloques completamente al azar de 10 tra-
tamientos con cuatro réplicas y diez unidades
experimentales por tratamiento, cabe men-
cionar que el andlisis de varianza se realizo
tomando en cuenta s6lo los tratamientos en
los cuales se produjo el rebrote de explantes,
los tratamientos restantes se analizan de for-
ma sencilla por medio de porcentajes de con-
taminacion y sobrevivencia para los casos
donde se dio. Se hicieron observaciones y
evaluaciones semanalmente (hasta por seis
semanas) con respecto al nimero de explan-
tes contaminados y eventualmente la eficacia
del desinfectante, asi como los diferentes re-
guladores de crecimiento.

Nota: Inicialmente se pretendia trabajar con
semillas de pilén pero debido al mal estado
de las mismas, los experimentos se suspen-
dieron.

Resultados vy discusion

Etapa de desinfeccion e induccién
al desarrollo

Durante la primera etapa de este proyecto se
evaluaron varios desinfectantes en diferentes
concentraciones, con los cuales no se obtu-
vieron resultados positivos. Es importante
destacar que experimentalmente se pretendia
evaluar tanto los desinfectantes como la hor-
mona, claro estéd que no fue posible la evalua-
cion de la hormona debido a que el método
de desinfeccién no causé efecto.
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En el cuadro 1, se presenta la informacién es-
pecificando el porcentaje de contaminacién y
mortalidad para cada uno de los tratamientos.

Como se muestra en este cuadro el cloruro de
mercurio tuvo pocos efectos positivos ya que
en todas las concentraciones en que fue apli-
cado se dio la pérdida total del material por
contaminacién fungica, o por necrosis: el ex-
plante fue tomando una coloracion rojiza que
posteriormente se torné café hasta su muerte;
en esta etapa se trabajé con el tamafio de ex-
plante mds pequefio (5-6 cm), lo cual pudo
haber provocado estas concecuencias.

En el caso de la desinfeccién con benlate
mds agrimicin e hipoclorito de calcio en dos
concentraciones (4 y 8%) ocurri6 lo contra-
rio, a pesar de que el material se perdi6; la
contaminacién fue muy rdpida ya que a los
tres dias de haber iniciado la inoculacién, el
material ya estaba contaminado por hongos.

En todos los casos se trabajé tanto con parte
apical como con yema lateral y el comporta-
miento fue igual; o sea no hubo diferencia al-
guna entre las partes usadas.Tomando en
cuenta los resultados anteriores se procedi6 a
hacer nuevos experimentos, bajdndo o aumen-
tdndo las concentraciones segtn fuera el caso.

En la evaluacion de estos cinco tratamientos
de desinfeccién se observa que todos dieron
respuestas positivas, ya que se presento re-
brote en cada uno de los casos. De acuerdo
con los porcentajes de contaminacién el me-
jor tratamiento fue el nimero nueve, en el
cual se contamind el 66,7% del material.

Tratamiento  Desinfectante

% Contaminacion % Mortalidad

1

W A W N

Cloruro de mercurio al 0,25%.
Cloruro de mercurio al 0,25%.

Cloruro de mercurio al 0,5%.

Agrimicin + Benlate+Hip.calcio al 4y8%.

Cloruro de mercurio al 0,1%.

0 100
0 100
0 100
100 0
60 40
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Tratamiento  Desinfectante

Hormona mg/l Contaminacién % Rebrote %
6 Cloruro de Mercurio al 0,075%*** 1,0 i°Ade 79,16 20,8
7 Cloruro de Mercurio al 0,075% 1,0 i°Ade 83,3 16,7
8 Alcohol 70°+Agrimicin+
Benlate+Hip. sodio al 40% 1,0 i®Ade 95 5
9 Cloruro de Mercurio al 0,095% 5,0 BAP 66,7 33,33
10 Cloruro de Mercurio al 0,095% 2,5 BAP 73 27
Donde: BAP es Bencialaminopurina y i6Ade es Isopenteniladenina.
*** Para este caso el medio fue Murashige y Skoog (1962) con macroelementos, microelementos y fuente de hierro al 50%, los otros componentes fueron

agregados en la forma usual.

En segundo lugar se encuentra el tratamiento
10, en el que el porcentaje de contaminaci6én
fue de un 73%; cabe destacar que estos dos re-
sultados se obtuvieron usando el BAP como
regulador en la induccién al desarrollo. Se ob-
tuvieron otros resultados aceptables también
en los tratamientos 6,7,8, aunque los porcen-
tajes de contaminacién fueron los mds altos.
Para estos tres casos la hormona empleada fue
Isopentenil adenina; en general se puede des-
tacar que para todos los tratamientos, la hor-
mona mas efectiva fue el BAP en la aplicacién
de mayor concentracién donde se obtuvo el
mayor porcentaje de rebrote ya que con esta
sustancia los cambios en cuanto a crecimien-
to fueron mds rdpidos y se han seguido desa-
rrollando en forma bastante favorable.

La prueba de anilisis estadistico (ANDEVA)
sefialé al tratamiento nueve como el mejor.
Esta evaluacién, por lo tanto, permiti6é for-
mular el siguiente protocolo de desinfecci6n:
Desinfeccién con cloruro de mercurio al
0,095% por 5 minutos, con el cual se obtuvo
un 33,33% de rebrote.

Conclusiones

* La evaluacion de los tratamientos de de-
sinfeccién permitié determinar que el me-
jor protocolo de desinfeccién para Pilén
es cloruro de mercurio al 0,095% por cin-

CO minutos; este tratamiento permiti6 dis-
minuir la contaminacién en un 67%.

* El comportamiento de los explantes de
Pil6n bajo condiciones in vitro fue bueno.
A pesar de que el porcentaje de contami-
nacion presentado es alto, el material ve-
getativo no contaminado se sigue desarro-
llando satisfactoriamente.

* El mejor desinfectante fue el cloruro de
mercurio.

* La hormona que propici6 el mayor por-
centaje de crecimiento fue bencilamino-
purina a raz6n de Smg/l, en un medio Mu-
rashige y Skoog (1962); esto indica que al
parecer la alta concentracién de la hormo-
na estimula el desarrollo del explante.

* Los hongos fueron los tnicos agentes
contaminantes encontrados.

* Los mejores resultados se obtuvieron al
trabajar con explantes grandes (6-7cm).

Recomendaciones

* Se aconseja realizar todo tipo de pruebas
para encontrar otro desinfectante que no
sea tan téxico como el cloruoro de mercu-
1i0 y para posteriores experimentos, am-
pliar el periodo de observaciones a mas
semanas.
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Se debe trabajar con explantes grandes,
ya que, para el caso de las yemas, esto pa-
rece ser fundamental para disminuir oxi-
dacion y favorecer un rdpido crecimiento.

No se encuentra reportado ningtn trabajo
en cultivo de tejidos referente al género
Hyeronima sp, por lo que se recomienda
seguir la investigacion acerca de los fac-
tores que se ven involucrados y que con-
trolan el desarrollo in vitro de esta espe-
cie, hasta llegar a obtener un método para
la propagacién masiva para el uso en pro-
gramas de reforestacion.

Se recomienda fomentar la investigacion
en especies nativas, con el fin de encon-
trarles métodos de propagacion efectivos,
debido a que existen muchas de ellas, de
las que no se tiene informacién sobre su
propagacion.
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