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Resumen

La caoba es la especie forestal nativa economicamente mas importante en Latinoamérica, se encuentra en el Apén-
dice II de CITES, debido a que registra un elevado indice de explotacion, producto de la alta extraccion sufrida a lo
largo de décadas. El objetivo de esta investigacion fue desarrollar un protocolo para el establecimiento in vitro de 2
clones (33 y 80), pertenecientes a un programa de mejoramiento genético forestal. Se lograron establecer segmen-
tos nodales de los clones 83 y 33 en condiciones in vitro, al emplear hipoclorito de calcio al 15 % con un tiempo de
exposicion de 20 minutos. El mejor medio de cultivo para el establecimiento in vitro de los nudos fue el MS com-
plementado con 3 % de sacarosa, 0.016 g/l de agrimicin y benlate, obteniéndose un 55 % de nudos establecidos a
los 16 dias de cultivo. En ambos clones se evalud el efecto de 5 concentraciones de 6-Bencilaminopurina (6-BAP)
(0.0, 0.44, 0.88, 1.33, 1.77 y 2.21 uM L") sobre la brotacion. Se obtuvo en promedio un brote por explante en los
5 tratamientos evaluados. No se observaron diferencias estadisticas significativas.

Palabras clave: bencilaminopurina; cultivo in vitro; especie forestal; nudos; programa mejoramiento genético.

Abstract

Mahogany is the most economically important native forest species in Latin America. It is listed in Appendix
IT of CITES because it has a high exploitation rate due to decades of high extraction rates. The objective of this
research was to develop a protocol for the in vitro establishment of two clones (33 and 80), that belong to a forest
genetic improvement program. Nodal segments of clones 83 and 33 were established under in vitro conditions us-
ing 15 % calcium hypochlorite with an exposure time of 20 minutes. The best culture medium for in vitro establish-
ment of the nodes was MS supplemented with 3% sucrose, 0.016 g/L of agrimycin and benlate, whose use resulted
in establishment in 55% of nodes after 16 days of culture. In both clones, the effect of five concentrations of 6-Ben-
zylaminopurine (6-BAP) (0.0, 0.44, 0.88, 1.33, 1.77, and 2.21 uM L-1) on sprouting was evaluated. On average, one
sprout per explant was obtained in the 5 treatments evaluated. No significant statistical differences were observed.

Keywords: Benzylaminopurine; forestry species; genetic improvement program; in vitro cultivation; nodal segments.
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1. Introducciéon

Los bosques son una fuente de recursos fitogenéticos valiosos y a pesar de que se han con-
cretado grandes esfuerzos para conservar el medio ambiente, estos no han sido suficientes. En
consecuencia, ain existe una sobreexplotacion de especies forestales de alto valor econémico y
ecolégico (Wadsworth, 2000). Lo anterior, ha generado la necesidad de establecer plantaciones
forestales, con el objetivo de satisfacer la demanda de madera, aumentar la productividad y es-
tabilidad econdmica del sistema (Martinez et al., 2003).

La caoba tiene una distribucion natural en América Tropical desde la Peninsula de Yu-
catan en México hasta la regiéon Amazoénica de Brasil, Pert y Bolivia. Ademas, presenta una
copa estrecha que mantiene sus hojas durante la mayor parte de la estacion seca, lo que la hace
adecuada para combinarla con cultivos como el café, el cacao, la vainilla y pastizales arbolados.
Tiene un rango de distribucién amplio y en Costa Rica se puede cultivar desde el nivel del mar
hasta los 1 300 m de elevacion, tanto en zonas secas como humedas (Corea, 2012; Maruyama
et al., 1997; Schottz et al., 2007). Es una especie forestal nativa de rapido crecimiento, con alto
valor y demanda en el en el mercado nacional e internacional y tiene aceptacion por parte de los
consumidores, es la especie forestal nativa econdmicamente mas importante en Latinoamérica
(Corea, 2012).

Es una especie maderable de las mas valoradas a nivel mundial por su belleza, ductilidad y
durabilidad, se usa en la fabricacion de muebles de alta calidad, construccién de botes y carpin-
teria entre otros (Maruyama ef al., 1997; Schottz et al., 2007).

Swietenia macrophylla se ubica en la categoria de conservacion en peligro critico segtn el es-
tudio del estado de la conservacion de plantas en Costa Rica 2005, y se encuentra en el Apéndice
IT de CITES (CITES, 2017). Lo anterior, se debe a que registra un elevado indice de explotacion,
producto de la alta extraccion sufrida a lo largo de décadas, a causa de su apreciada madera, y
por su escasez (Estrada et al., 2005). Actualmente, el valor de su madera en el mercado inter-
nacional triplica el de especies como la teca, o el cedro y es diez veces mayor que el de especies
como la melina, los eucaliptos y los pinos (Corea, 2012).

El rescate de especies forestales de interés comercial es una de las lineas prioritarias del
cultivo de tejidos como herramienta basica para apoyar al mejoramiento de arboles élites. La
técnica cultivo de tejidos vegetales tiene entre sus ventajas que contribuye a elevar las tasas de
multiplicacion, y permite que el material generado se utilice en plantaciones forestales (Acosta
et al., 2009). En Caoba se han realizado investigaciones utilizando diferentes técnicas dentro de
la micropropagacién (Barbon et al., 2006; Collado et al., 2004; Carranza et al., 2013). Sin em-
bargo, en la mayoria de articulos cientificos consultados sobre el establecimiento in vitro de la
especie no utilizaron material vegetativo de clones superiores perteneciente a un programa de
mejoramiento genético forestal. Por lo anterior, el objetivo de la investigacion fue establecer las
bases para la micropropagacion in vitro de clones superiores de caoba mediante el estudio del
efecto de reguladores de crecimiento sobre la brotacion de segmentos nodales.
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2. Metodologia

2.1 Establecimiento in vitro

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Forestal del Instituto de In-
vestigacion y Servicios Forestales (INISEFOR) de la Universidad Nacional (UNA), el material
experimental fue donado por el proyecto Mejoramiento genético de Caoba (III fase) Universi-
dad Nacional, INISEFOR.

Los clones utilizados fueron el niimero 33 y 80, los cuales se mantuvieron en condiciones de
invernadero a temperatura promedio 27 °C, 60 % de humedad relativa y tratados semanalmente
con una mezcla de 2 g/L de agimicyn/benlate y 50 mg L' de 6-Bencilaminopurina (6-BAP).Estos
clones se seleccionaron porque presentaron un crecimiento juvenil superior (didmetro y altura),
en los primeros dos afios de plantados en un ensayo clonal en Guapiles, Limoén, Costa Rica.

Figura 1. Material vegetal para el establecimiento in vitro de Swietenia macrophylla King. A) planta madre clon 33;
B) planta madre clon 80.

El material experimental a introducir en condiciones in vitro, consistié de segmentos noda-
les tomados de brotes axilares de plantulas mantenidas en condiciones de invernadero (Figura
1). Para la desinfeccion del material, se colectaron los segmentos nodales y del invernadero se
trasladaron al laboratorio en una solucién de 0,5 g/l de cisteina. Posteriormente, se mantuvieron
durante 1 hora bajo el flujo de agua constante, seguido se sumergieron en una solucién de agua
y jabdn liquido Antibacterial Bactex (Punto Rojo S.A.) al 1 % por 10 min en agitacién y se lava-
ron con ayuda de un cepillo suave para eliminar los contaminantes adheridos superficialmente,
luego se enjuagaron con abundante agua. Finalmente, se evaluaron tres metodologias de desin-
feccion para la introduccion in vitro (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Tratamientos empleados para el establecimiento de una metodologia de desinfecciéon para nudos de
Swietenia macrophylla King

. ., Tratamientos*
Pasos de desinfeccion
A B C

1. Sumergir en una mezcla en agitacion de hipoclorito de calcio 15 % Ca(ClO)2i.a + 0.1 % de

tween 80 por 20 minutos.
2. Sumergir en una solucién de hipoclorito de sodio 3,0 % (NaClO i.a) + 0.1 % de tween 80 N

por 5 minutos sonicador
3. Sumergir en una solucién de hipoclorito de sodio 3,0 % (NaClO i.a) + 0.1 % de tween 80

por 5 minutos en bomba al vacio. \
4. Cuatro lavados con agua destilada estéril en la cdmara de flujo laminar de dos minutos. N \ \

*+: paso de desinfeccién realizado

Los explantes se cultivaron en un medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) (1962) a la mi-
tad de su fuerza idnica, complementado con 3 % de sacarosa, Agrimicin® (0.016 g/1) y Benlate®
(0.016 g/1), solidificado con 8 gL' de Agar™ (Sigma, St. Louis, MO, USA); el pH del medio se
ajusto a 5.7 antes de la esterilizacién por autoclave (21 °C, 1.1 kg/cm? presién, 25 minutos).El
material cultivado se colocd en el cuarto de crecimiento a una temperatura de 25 °C, con un
fotoperiodo de 16 horas luz y 30 umol m™? s de intensidad luminica. La evaluacién de la desin-
feccion se realiz6 cada 5 dias durante 30 dias. Las variables evaluadas fueron las siguientes: por-
centaje de nudos contaminados, porcentaje de explantes necrosados y porcentaje de explantes
libres de contaminacion. Se utilizé un disefio irrestricto al azar y las posibles diferencias entre las
medias en los diferentes tratamientos de desinfeccion se determinaron mediante la prueba de
rangos multiples de Tukey 5 %, utilizando el programa estadistico InfoStat / versién profesional
1.1 (Di Rienzo et al., 2011).

2.2 Identificacion de contaminantes presentes en los cultivos in vitro del clon 33 y clon 80

En el Laboratorio de Fitopatologia de la Escuela de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional, se analizaron plantas in vitro de ambos clones. Los analisis realizados fueron: cultivo
en PDA acidificado y PDA sin acidificar para el crecimiento de hongos y bacterias, tincion de
gram, anaerobiosis, amarillamiento en YDC y fluorescencia en KB.

2.3 Induccion de brotes a partir en segmentos nodales

Se estudiaron cinco concentraciones de 6-BAP (Sigma, St. Louis, MO, USA): 0, 0.88, 1.33,
1.77 y 2.21 uM L' .Como unidad experimental se consideré un segmento modal de 2 cm de
longitud cultivado en un tubo de ensayo (150 mm x 25 mm) con 10 ml de medio de cultivo MS
(Murashige y Skoog, 1962), complementado con 3 % de sacarosa y solidificado con 8 g.L! de
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Agar. El pH del medio se ajusté a 5.7 antes de la esterilizacion por autoclave (21 °C, 1.1 kg/cm?
presion, 25 minutos). Se utilizaron 20 repeticiones por tratamiento. El material cultivado se co-
loco en el cuarto de crecimiento a una temperatura de 25 °C, con un fotoperiodo de 16 horas luz
y 30 umol m* s de intensidad luminica. La evaluacion de la brotacion se evalué semanalmente
por 30 dias, durante 90 dias consecutivos, con cambio de medio de cultivo cada 30 dias. Se
evalué numero de brotes nuevos por explante y en cada uno de los ensayos se utilizé un disefio
completamente al azar con 20 nudos por tratamiento y las posibles diferencias entre las medias
en los diferentes tratamientos se determinaron mediante la prueba de rangos multiples de Tukey
5 %, utilizando el programa estadistico InfoStat / version profesional 1.1 (Di Rienzo et al., 2011).

3. 3. Resultados y discusion

3.1 Establecimiento in vitro de clones superiores de caoba

La primera etapa de un protocolo de propagacion in vitro de una especie vegetal es esta-
blecer una desinfeccion exitosa del explante, que permita el crecimiento y desarrollo de una
planta en condiciones de laboratorio libre de patégenos (George, 2008). En esta etapa es muy
importante la calidad fitosanitaria de las plantas madres o plantas donantes, que deben estar en
condiciones controladas, bajo un buen manejo y aplicacion de productos que atentien el efecto
de los microorganismos contaminantes durante la etapa de establecimiento in vitro.

En el caso del clon 80 hubo presencia de contaminantes hongo o bacteria (Cuadro 2).
Por lo general, esta contaminacion microbiana se debe a que los explantes provienen de con-
diciones de invernadero; y aunque las plantas en el invernadero fueron tratadas con fungicida,
bactericida y desinfectadas con hipoclorito de calcio y sodio no fue suficiente para eliminar por
completo la presencia de contaminantes en el tejido vegetal.

En los tratamientos de desinfeccion utilizados, se observé diferencia significativa. El mejor
tratamiento fue el A, que consistié de hipoclorito de calcio al 15 % Ca(ClO)2 i.a con 0.1 % de
tween 80 por 20 minutos de exposicion. Con este tratamiento se obtuvo un 55 % de explantes
libres de contaminacion (Figura 2); mientras que con los tratamientos B y C se obtuvo presen-
cia de algun tipo de contaminante (hongo o bacteria) o material necrosado. Este resultado es
similar con lo reportado por Rodriguez et al., (2003), quienes obtuvieron los mejores resultados
para el establecimiento in vitro de Caoba hibrida, utilizando hipoclorito de calcio con tiempos
de 6 exposicion de 10 o 15 minutos. Sin embargo, el resultado de la presente investigacion es
inferior al obtenido por Carranza ef al., (2013), quienes lograron cerca de 90 % de explanes li-
bres de contaminacion utilizando 15 % de Ca(ClO)2 por 20 minutos de exposicion, pero con la
diferencia que dichos autores utilizaron un bafio con una solucion de gentamicina de 20 mg L-1
por 20 minutos en camara de flujo laminar vertical, antes de colocarlos en el medio de cultivo
para su establecimiento in vitro.
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Cuadro 2. Efecto del tipo de desinfectante en el establecimiento in vitro de explantes del clon 80 de Swietenia ma-
crophylla King, luego de 16 dias de cultivo

Tratamientos Explantes libres de Explantes contEaflfil:::(;f)ss (%
contaminacion (%, E.E.)  necrosados (%, E.E.) EE) >
A 55 +0.04 c* 5+0.04 c 40 £0.04 ¢
B 0+0.00b 10 £0.05 b 90 £0.05 b
C 0£0.00 a 0=+0.00 a 100 £0.00 a

E.E.= Error Estandar; * Si las letras son distintas, es que hay diferencias significativas p < 0.05.

o

it

Figura 2. Establecimiento in vitro del clon 80 de caoba (Swietenia macrophylla King) después de 16 dias en un
medio de cultivo MS (1962) (Tratamiento A).

Al analizar el clon 33, se presentd el mismo resultado que en el clon 80 (Cuadro 3), el ma-
yor nimero de explantes libres de contaminacion se logro al utilizar al utilizar el hipoclorito de
calcio. No obstante, da Costa Nunes ef al., (2003), Mona (2012) y Soto et al., (2010) lograron es-
tablecer en condiciones in vitro explantes de Swietenia macrophylla y Cedrela salvadorensis (Me-
liaceae) respectivamente, utilizando hiplocorito de sodio en diferentes concentraciones; pero el
explane utilizado fue semilla o segmentos de hojas. Dichos explanes presentan, caracteristicas
fisioldgicas y genéticas diferentes a la de un segmento nodal.

George et al., (2008), recalcan que la condicién fisioldgica de la planta madre o donadora de
los explantes para el establecimiento in vitro, tiene una influencia directa en el posterior com-
portamiento del cultivo. Esta explicacion podria influir en la respuesta de cada clon, ya que el
mayor nimero de explanes libres de contaminacién se obtuvo con el mismo tratamiento (A).
Por lo que, se podria atribuir a que las plantas madres provenian de un proceso de homogenei-
dad en las condiciones fitosanitarias. Ademas, no se present6 diferencia estadistica significativa
en los clones al utilizar la concentracion de hipoclorito de calcio al 15 % adicionado de 0.1 % de
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Cuadro 3. Efecto del tipo de desinfectante en el establecimiento in vitro de explantes del clon 33 de Swietenia ma-
crophylla King, luego de 16 dias de cultivo

. Explantes Explantes
. Explantes libres de .
Tratamientos contaminacién (%, E.E.) necrosados (%, contaminados (%,
o E.E) E.E)
A 30+0.03b 0+0.03b 70 +£0.03 b
B 0 £0.00 a 15 +£0.04 a 85+0.04a
C 0+0.00 a 0 +0.00 a 100 +0.00 a

E.E.= Error Estandar; * Si las letras son distintas, es que hay diferencias significativas p < 0.05.

tween 80 con un tiempo de exposicion de 20 minutos. La misma permiti6 el establecimiento in
vitro de ambos clones. (Figura 2y 3), donde se puede observar el desarrollo de los meristemas
laterales y apical que permitiran el crecimiento de una planta. Por lo que, se podria recomen-
dar como guia para la introduccién in vitro de rebrotes de otras especies forestales del tropico
pertenecientes a un programa de mejoramiento genético forestal; cuando las plantas madres
provienen de un jardin clon y se encuentran sembradas en tierra como sustrato.

T

Figura 3. Establecimiento in vitro del clon 33 de caoba (Swietenia macrophylla King) después de 16 dias en un
medio de cultivo MS (1962). (Tratamiento A).

Por otra parte, la identificacion de contaminantes en la etapa de establecimiento es esencial
para reducir el porcentaje de contaminacion, asi como para conocer métodos como la apli-
cacion de productos que se podrian aplicar a las plantas madres para contribuir al éxito del
establecimiento in vitro. Los resultados de los analisis de fitopatologia detectaron en el clon
80 la presencia de colonias del hongo Penicillium sp, de la bacteria Pseudomonas sp, asi como
colonias de levadura. Por su parte, en plantas in vitro del clon 33 se detecto la presencia de tres
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colonias de la bacteria Pseudomonas sp que se sugiere podria ser endofitica o estar latente en
el tejido vegetal. Acosta 2009 y Alvarado 1998, explican que, por lo general, en el proceso de
cultivo in vitro, la contaminacion interna de los explantes, constituye uno de los problemas
fundamentales para su establecimiento y posterior multiplicacion. Lo anterior, se puede deber a
que los microorganismos asociados a los tejidos de las plantas in vivo tienen la capacidad per-
manecer latentes en el interior de las células, los espacios intercelulares o los haces conductores
y quedar protegidos de los agentes quimicos utilizados en el proceso de desinfeccion, resultado
que se presentd en los tratamientos B y C. Ademas, estos microorganismos no son deseados
en el cultivo in vitro ya que podrian interferir en la fisiologia y morfologia normal de la planta,
afectando el protocolo de reproduccion del cultivo (Vasquez et al., 2014).

3.2 Induccidn de brotes en segmentos nodales

De acuerdo con el Cuadro 4 el mayor numero promedio de brotes por segmento nodal fue
de 1.0. En en el clon 80 en todas las concentraciones se presentd brotacion del segmento nodal.
Sin embargo, los explantes respondieron igual a la induccion de brotes en el medio de cultivo
que no tenia adicién de citoquininas; pero la diferencia se present6 en el crecimiento de los
brotes. En la concentracion de 0,88 uM L se observd un mayor desarrollo del brote y hojas
(Figura 4b).

Cuadro 4. Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP sobre la induccion de brotes en nudos de clon 80 y 33 de
Swietenia macrophylla establecidos en condiciones in vitro, luego de 90 dias de cultivo

Tratamientos Porcentaje explanes No brote/explante
6-BAP uM L' brotados
Clon 80 Clon 33 Clon 80 Clon 33

0.00 30 0 1 0

0.44 25 15 1 1

0.88 30 50 1 1

1.33 20 40 1 1

1.77 5 1 0

2.21 15 0 1 0

En el caso del clon 33 en las concentraciones de 1.77 pM L'y 2.21 uM L" de 6-BAP, al igual
que en el tratamiento testigo no se present6 brotacidn en el segmento nodal. En la concentra-
cion de 0.44 uM L' se observo el mejor desarrollo del brote (Figura 4a).
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Figura 4. Brote de caoba (Swieteniamacrophylla King) inducido con 0.88 pM L' de 6-BAP. A) Clon 80; B) Clon 33.

George et al., (2008) han empleado en el establecimiento de especies lefiosas, diferentes
tipos de citoquininas. Las citoquininas son producidas en las zonas de crecimiento, como los
meristemos y en la punta de las raices y se traslocan muy poco o casi nada en la planta (Taiz
y Zieger, 2006). Por lo general, la citoquinina mas utilizada es el 6-BAP, se aplica en bajas
concentraciones y estimula las yemas apicales y terminales en la etapa de mciropropgacion.
Ademas, promueve no sdlo la division celular sino también la brotaciéon y elongacion de las
yemas (Collado et al., 2004).

Investigaciones realizadas en Meliaceaes como Cedrela salvadorensis utilizaron el (6-BAP)
para la brotacion de segmentos nodales, obteniendo diferencia significativa entre las concen-
traciones utilizadas (Soto et al., 2010). Ademas, algunos autores utilizan una relacién auxina/
citoquininas para promover el crecimiento y la morfogénesis in vitro, cuando la relacion en el
medio de cultivo es baja se favorece la formacién de tallos, pero en caso contrario favorece el
enraizamiento (Buchanan et al., 2000, Persinova et al., 2008).

Carranza et al., (2013) y Mona (2012) utilizaron el 6-BAP solo o combinado con 2ip para
la etapa de multiplicaciéon de segmento nodales de Caoba. Mona (2012), obtuvo el mejor coefi-
ciente de multiplicacién en los medios que contenian ambos reguladores de crecimiento, pero
los brotes presentaron hiperhidricidad. El autor recalca, que a pesar de tener mayor nimero de
brotes en los tratamientos con ambos reguladores del crecimiento la calidad del brote es mejor
cuando se utiliza el 6-BAP; resultado que coincide con el obtenido en la presente investigacion.
Lo anterior, se podria deber a que algunos autores consideran que la citoquinina 6-BAP tiene
mayor respuesta comparada con otras hormonas como la kinetina, TDZ y 2-isopenteniladenina
(2iP), ya que promueve la formacioén de un mayor numero de brotes y son de mayor longitud, lo
que se traduce en un mayor coeficiente de multiplicacion (Arab et al., 2014; Pérez et al., 2002).
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Ademas, el 6-BAP es metabolizado por los tejidos mucho mas facil que el resto de los regulado-
res sintéticos y es capaz de inducir la produccion de otras hormonas naturales como la Zeatina
(Malik et al., 2005).

Por otra parte, Rodriguez et al., (2003) obtuvo mayor brotacidon en concentraciones supe-
riores de 1 mg/L de 6-BAP, pero la elongacién del brote no fue el mejor. Por lo tanto, concluye
que en entre 0.50 mg/L y 1 mg/L de 6-BAP se complementan los valores 6ptimos de multiplica-
cion sin tener una incidencia directa en la elongacion; resultado que coincide al obtenido en la
presente investigacion. Por lo anterior, se podria sugerir que, en caoba, utilizando este tipo de
explante el efecto de las citoquininas solas o en combinacién, no logran mas de 0.33-0.10 % de
brotacién.

Al evaluar la respuesta al comportamiento de morfogenesis in vitro que se presentd en el
porcentaje de explanes brotados y la induccién de nuevos brotes en ambos clones. La diferen-
cia se podria atribuir a los factores que argumentan los autores Azofeifa et al., (2009), quienes
mencionan que los requerimientos de citoquinina en las plantas in vitro son extremadamente
variables y las respuestas a la induccién de brotes dependen del contenido enddgeno de cada
especie y del estado fisiolégico y tipo de explante utilizado. El explante utilizado en la presente
investigacion fue el mismo, por lo que presentd caracteristicas fisiologicas similares. Sin em-
bargo, entre individuos de la misma se podria presentar una variaciéon debida al genotipo. En
esta investigacion eran dos genotipos que podrian tener contenidos enddgenos de citoquininas
diferentes y por ende la brotacién no deberia ser la misma.

Barbon et al. (2006) explican que caoba es dificil de propagar mediante el cultivo de tejidos
y hasta la fecha no existe un sistema de regeneracion de plantas via organogénesis repetible para
esta especie, debido basicamente a problemas de contaminacidén microbiana, oxidacion fendlica
y muerte de tejidos en la fase de establecimiento de los explantes in vitro. Por tanto, los presentes
resultados son validos debido a que utilizd clones de la especie que pertenecen a un programa
de mejoramiento genético y se logrd establecer una metodologia de desinfeccién, un medio de
cultivo y un tratamiento de multiplicacién de segmentos nodales.

4. Conclusiones

Los resultados logrados para los clones de Swietenia macrophylla evidencian el compor-
tamiento recalcitrante de estas especies en condiciones in vitro y la necesidad de realizar mas
estudios que permitan el establecimiento de un sistema de regeneracion in vitro eficiente para
esta especie. Sin embargo, su establecimiento en condiciones in vitro fue posible al utilizar hipo-
clorito de calcio para el establecimiento de segmentos nodales, y el uso de 6-BAP para inducir la
formacién de nuevos brotes in vitro. Es recomendable estudiar otras metodologias de multipli-
cacion que permita la propagacion del material ya establecido.
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