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PROPAGACION IN VITRO DE PILON (Hyeronima alchorneoides)

RESUMEN

Se obtuvieron plantas in vitre de pilon (Hye-
ronima alchorneoides) a partir de cxplantes de
nudo de plantulas germinadas in vitro. Los explan-
tes fueron cultivados en un medio basico MURAS-
HIGE y SKOOG (1962) solo o suplementado con
benciladenina, carbén activado y caseina hidroli-
zada. Para el crecimiento de las microestacas, la
mejor respuesta se obtuvo con un medio suplemen-
tado con caseina hidrolizada. El enraizamicnto de
¢éstas sc logro sin necesidad de adicionar auxinas al
medio de cultivo. La proliferacién de brotes fue
mayor en un medio con BA. Estos brotes a su vez,
fueron subdivididos en segmentos de nudo para
incrementar la fasa de multiplicacién. Despucs de
un periodo de 60 dias, las plantas fueron transferi-
das a condicioncs de invernadero para su aclimata-
cion. No obstante, bajo las condiciones evaluadas se
obtuvo un porcentaje muy bajo de sobrevivencia.

ABSTRACT

Bully tree plants (Hyeronima alchorneoides)
were obtained in vitro from nodal explants of
scedlings germinated ia vitro. Nodes were cultured
in MS basal medium alone or supplemented with
benzyladenine (BA), activaled charcoal, or hydro-
lysate casein. For microcuttings growth the me-
dium supplemented with hydrolysate casein gave
the best results. Rooting was achieved without
addition of auxins. Shoot proliferation was higher
in the medium with BA. Nodal segments taken
from these in vitro-proliferated shoots developed
into plants when they were transferred to the best
medium above mentioned. Microcuttings remai-
ned in basal medium for 60 days, after which they
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were transferred to the greenhouse but the survival
was low.

INTRODUCCION

El pilon (Hyeronima alchorneoides) es una
especie maderable nativa del bosque tropical hi-
medo y muy himedo. Es un arbol de mediano
crecimiento, posee una madera de color café-rojizo
relativamente pesada con un peso especifico de
0,60y una densidad de 0,79 g/em® (CARPIO 1992),
Se caracteriza por su ficil y rdpido secado a la
sombra, resistencia a la intemperie y por sus cuali-
dades fisico-mecanicas que la hacen adecuada para
cualquier tipo de trabajo, ya sca en ebanisteria o
construccidon. En los daltimos afos, esta especie ha
adquirido importancia debido a su gran adaptabili-
dad al campo abierto, que la convierte en una
especie apropiada para ser utilizada en plantacio-
nes forestales y en programas de reforestacion
(VALVERDE 1998).

El pilén presenta una alta produccion de se-
milla y en promedio hay alrededor de 26,450 semi-
llas por kilogramo. FLORES (1992) menciona que
su viabilidad es de 10-15 dias en condiciones de
humedad y temperatura adecuadas y que el porcen-
1aje de germinacidn es de 60 y 70%, pero varia
mucho segiin la procedencia y madurcz del arbol
progenitor. La propagacidn vegetativa de esta es-
pecie hasido poco estudiada y se menciona un 48%
de sobrevivencia en el campo de plantas produci-
das a partir de pseudoestacas (ULATE 1996).

El cultivo de tejidos ha llegado a ser una
importante herramienta en la propagacion masiva y
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para la preservacion de varias especies de plantas y sc
ha empleado con éxito en la propagacion de arboles
maderables como Tectona grandis (BON y MON-
TEUUIS 1996). El objetivo de este trabajo fue
estudiar el comportamicnto én vitro de esta especie.

MATERIALES Y METODOS

El estudio sc realizé en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos del Instituto de Investigaciones
y Servicios Forestales de la Universidad Nacional,
Las semillas de pilon (Hyeronima alchorneoides)
provenian de un arbol de padres seleccionados v
tueron suministradas por la Organizacién de Estu-
dios Tropicales (OET). Las scmillas en estado
maduro ¢ inmadure, se lavaron en agua con jabon
v se enjuagaron ¢n alcohol de 95° por 5 minutos.
Posteriormente sedejaron en cloro comercial (5,59
i.a.yen agitacion durante 30 minutos. Enlacampa-
na de flujo laminar se les extrajo ¢l embrion y se
distribuycron ¢n viales contenicndo un medio
MURASHIGE y SKOOG (1962} (MS), suplemen-
tado con 3% de sacarosa y 1.8 g/L de gelrite. Los
medios se ajustaron a un pH 5,7 antes de la csteri-
lizacion y fucron distribuidos en viales de 11 em de
largo x 8 cm de didmetro. Los cultivos se mantu-
vieron en un cuarto de crecimiento. con una tempe-
ratura de 27 °C, una humedad relativa de 87%, un
fotoperiodo de 16 horas luz y una intensidad lumi-
nica de 2000 lux.

A los 42 dias de cultivo, cada planta fue
seccionada y los nudos fueron distribuidos ¢n un
diseno irrestricto al azar en cuatro tralamientos: un
MS completo, un MS mas 0,1 g/l de carbon
activado, un MS suplementado con 500 mg/L de
caseina hidrolizada y un MS suplementado con 0.5
o/L de BA. Los cultivos tucron evaluados cada
ocho dias por un periodo de 60 dias. Sc evalué ¢l
namero de yemas por explante y el nimero de
cxplantes que desarrollaron su parte acérea y radicu-
lar constituy¢ndosce en plantas completas. El estu-
dio de los datos se hizo con andlisis de varianza y [a
comparacién de medias con la prucha Tukey. Se
utilizaron 20 repeticiones por tratamiento y cada
vial representa una unidad experimental.

A los dos meses de cultivo, las plantas fueron
transferidas al invernadero, para cllo se les eliming

los residuos de medio de su sistema radical y se
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colocaron en bolsas plasticas de polietileno, conte-
niendo una relacion de arena, tierra y abono orgé-
nico de 3:1:1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Alrededor de un 1056 de las semillas de pilon
contenian mas de un cmbrion y ¢l maximo de
embriones observado por scmilla fue de (res. El
35% de las semillas utilizadas para este estudio, sc
perdio debido a que al realizar la diseccidn de Estas
para extraer ¢l embrion, se hallaron larvas en dife-
rentes estados de desarrollo ¢ individuos adultos de
la avispa Ewrytoma sp.. Al parccer la avispa ovo-
posita ¢l fruto y la larva se alimenta del embrion
causandole la muerte, lo que podria relacionarse
con una disminucién en los porcentajes de germi-
nacion. Segun datos de COSEFORMA (1998),
existen diferencias entre los porcentajes de germi-
nacion entre frutos de diferentes drboles y el dano
de los frutos por avispas de esta familia es mayor cn
la primera cosecha del afio.

El porcentaje de germinacidn de los embrio-
nes en el medio de cultivo evaluado fue de un
100%. Estos inician su crecimicnto desde los tres
dias de cultivo y a los 35 dias ya sc obtienen
plantulas con 5 a 7 nudos. Se ha observado que en
condiciones in vive con tratamicntos pregerminati-
vos, ¢l tiempo de inicio de la germinacion puede
disminuirse en 17 a 20 dias en vez de 25 a 30 dias
sintratamiento (COSEFORMA 1998). Encontras-
te con estos datos, realizando la germinacion in
vitro de los embrionces, no sélo se logré reducir el
periodo germinativo de 15,5 a 24,5 dias, segun ¢l
método con gue se compare, sino que ademas nos
ascguramos la germinacion de todas las plantulas.

De acuerdo con el andlisis de los datos pre-
sentados en el cuadro 1, se observaron diferencias
estadisticas entre los tratamientos al 5% de signifi-
cancia. La respuesta observada en el medio de
cultivo suplementado con BA mosird diferencias
con ¢l resto de los tratamientos.  Este medio no
favorecio ¢l desarrollo de los nudos en plantas, pero
stla proliferacion de brotes en cada yema y ademas
inhibi la formacion de raices en los explantes.

Los tratamicntos que contenian un MS com-
pleto, MS mas carbén activado y MS mis caseina
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Cuadro 1.

Efecto de cuatro tratamientos sobre el
desarrollo de microestacas de pilon
(Hyeronima alchorneoides)

Tratamiento Nimero total  Nivnero

de nudos total
desarrollados  de yemas

en plantas

MS 11la 25,7ab

MS + carbon activado L(}a 19,2a

MS + caseina hidrolizada 14a 24 4ab

MS + BA Ob 37.2b

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferen-
cia estadistica significativa al 5% de significancia.

hidrolizada no presentaron diferencias entre ellos.
En general estos tratamientos si favorecicron cl
crecimiento de los nudos, tanto de area foliar como
radicular a diferencia del tratamiento con BA. Sin
embargo, las plantas que crecieron en el medio que
contenia caseina hidrolizada, mostraron un mejor
desarrollo foliar que los otros tratamientos y tam-
bién un color mas verde en las hojas. Por tanto, se
definié este tratamiento como ¢l mejor para ¢l
crecimiento de microestacas de pilon. RAGHA-
VAN v SRIVASTAVA (1982), consideran que
¢l efecto promotor del crecimiento por parte de
la cascina hidrolizada, se debe a su alta presion
osmotica..

En varias ¢species de leguminosas, como por
ejemplo cenizaro, ¢l carbon activado mostré tener
un efecto positive sobre el desarrollo de brotes
(VALVERDE et al. 1997). Este efecto del carbon
sobre el crecimiento de las plantas no esti bien
comprendido, pero se ha asociado con laabsorcion
de compuestos del medio de cultivo que pueden
inhibir ¢l crecimiento (GEORGE y SHERRING-
TON 1984). DUMAS y MONTEUUIS (1995)
sugieren que ¢l carbdn activado contiene poliami-
nas que pueden jugar un papel muy importante en
eventos morfogénicos.

Por su parte, el medio de cultivo MS (1962),
S¢ caracleriza por ser rico en nutrientes, principal-

mente en nitrGgeno y la favorable respuesta de los
nudos adn sin la presencia de suplementos adicio-
nales nos indica la gran respuesta in vitro que posce
esta especie.

A pesar de que la mayoria de las microestacas
de especies forestales del tropico requieren de la
presencia de una auxina para su enraizamiento
(LEE y RAO 1988, RAMESH y YOGESH 1996),
las microestacas de pildn no necesitaron una fase de
induccion de enraizamiento debido a que mostra-
ron una alta respuesta a la formacion de raices, adn
en el medio de cultivo no suplementado y sélamen-
te fue inhibida cuando se adiciond benciladenina al
medio.

Para la variable nimero de yemas, no sc
observaron diferencias significativas entre ¢l me-
dio que contenia caseina hidrolizada y el testigo
(MS completo), pero si entre el medio que contenia
benciladenina y carbon activado, El mayor nimero
de yemas (37,2) se obtuvo con ¢l tratamicnto que
contenia benciladenina. La benciladenina es una
de las citocininas mas utilizadas para la prolifcra-
cion de brotes en especies forestales ya que en la
mayoria de los casos ha mostrado mejores resultados
cuando se la ha comparado con otras (PRADHAN
et al. 1998) y ha denotado una amplia respucsta
a una gran diversidad de especies (RAMESH
¥ YOGESH 1996, VALVERDE et af. 1998,
DESHPANDE et al. 1998). La caniidad de yemas
obtenidas en los otros tratamientos fueron: 25,7
19,2 y 24,4 en ¢l tratamiento MS, MS con carbon
activado y MS con caseina, respectivamente.

Cada uno de los brotes formados se translirio
aun medio con cascina para su alargamiento y cada
nueva planta fue subdividida en segmentos de
nudos y de esta manera se logro incrementar la tasa
de multiplicacidn. La posicion del nudo en la plin-
tula fue un factor que no se considero en ¢l estudio,
sinembargo, influyé sobre los resultados obtenidos
ya que la yema mds proxima a la zona radicular,
presenta un menor desarrollo y una mayor tenden-
cia a la formacién de yemas con tallos muy delga-
dos y hojas muy pequenas.

Una vez que las plantas tenian entre 5y 7
nudos, aproximadamente a la sexta u octava sema-

na, fueron llevadas al invernadero, pero al ser
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transferidas a estas condicioncs, mostraron bajos
porcentajes de supervivencia. Este aspecto se con-
siderard en un scgundo estudio ya que puede
deberse a factores fisicos que no se estdn conside-
rando, y que pucden estar relacionados con la fase
de aclimatacién de las plantas.

Aunque en un primer ¢nsayo no se logré un
buen porcentaje de sobrevivencia de las plantas
producidas por microcstaca, estos primeros resul-
tados nos permiten derivar que dada la respuesta in
vitro que presenta el pilon, la propagacion masiva de
esla especic a partir de semilla mejorada serd un
aporte significativo a la foresteria y a su manejo
silvicultural asi como a la conservacion de laespecie.
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