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RESUMEN

El pilén (Hieronyma alchorneoides,
Euphorbiaceae) es una de las especies nativas
maderables de Costa Rica mejor adaptadas a
condiciones abiertas de plantacion; por sus carac-
teristicas de crecimiento y variedad de usos, la
demanda por material de siembra se ha incre-
mentado. Esta especie presenta serios problemas
en su reproduccién sexual: es dioica, la produc-
ci6én de frutos muy variable en el tiempo y entre
arboles, que producen gran cantidad de frutos,
pero son fuertemente depredados por diferentes
aves. En los tltimos afios el porcentaje de frutos
dafiados se ha incrementado a niveles conside-
rables debido a avispas y las semillas pierden su
capacidad de germinacién pocos dias después de
la cosecha (recalcitrante).

Estos factores hacen que la micropropa-
gacién sea una opcién atractiva para su multi-
plicacién. En el presente estudio se evaluaron
las diferentes etapas del cultivo in vitro. El
establecimiento aséptico de los embriones se
logré mediante incubacién de las semillas con
acido sulfidrico concentrado por 10 min, seguido
de la inmersién en hipoclorito de sodio (NaOCl)
al 5,5% durante 30 min; los embriones fueron
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ABSTRACT

Micropropagation of pilon (Hieronyma
alchorneoides). Pilon (Hieronyma alchorneoides)
(Euphorbiaceae) is one of the native timber
species of Costa Rica best adapted to conditions of
open plantation. Due to its growth characteristics
and variety of uses, the demand for planting
material has increased. This species presents
serious problems with seed reproduction; it is
a dioecious, the fruit production varies over
time and between trees, trees produce large
quantities of fruit but are heavily predated by
different birds. In recent years, the percentage
of damaged fruit has increased due to wasps and
the seeds lose their ability to germinate within
days of harvest (recalcitrant). These factors
make micropropagation an attractive option for
mass propagation of the species. In the present
study various stages of in vitro cultivation were
evaluated. The aseptic establishment of the
embryos was achieved by scarifying the seeds with
concentrated sulfuric acid for 10 min, followed by
incubation in 5.5% sodium hypochloride (NaClO)
for 30 min, then embryos were inoculated on the
culture medium described by Murashige and
Skoog (MS) without growth regulators. When

Laboratorio de Biotecnologia, Centro Agronémico
Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE),
Turrialba, Costa Rica.

Laboratorio de Cultivo de Tejidos, Instituto de
Investigacion y Servicios Forestales (INISEFOR),
Universidad Nacional (UNA), Heredia, Costa Rica.



10 AGRONOMIA COSTARRICENSE

inoculados en el medio de cultivo de Murashige
y Skoog (MS) sin reguladores del crecimiento.
La asepsia de material vegetativo se logré con
cloruro de mercurio (HgCl,) al 0,095% por 5
min, el 50% de las microestacas que brotaron
en el medio MS simple. Ademads, se observo que
el pilén no requiere de la adicién de regulado-
res del crecimiento en las etapas de brotacién y
multiplicacién.

El uso de 0,1 mg.I"! de 4cido indolbutirico
(AIB) promovi6 el enraizamiento del 80% de los
tallos y el niimero mayor de raices por tallo (5,0)
de buena calidad. Se logré un 70% de sobreviven-
cia en la aclimatacion de las plantas en condicio-
nes de invernadero.

INTRODUCCION

El pilén (Hieronyma alchorneoides), tam-
bién conocido como zapatero, palo curtidor, palo
rosa, tinto entre otros, pertenece a la familia
Euphorbiaceae. Su zona de distribucién natu-
ral alcanza desde México hasta la cuenca del
Amazonas brasilefio y las islas de las Indias
Occidentales (Gonzalez 1995). En Costa Rica se
encuentra en los bosques lluviosos de las zonas
bajas del Norte y del Atldntico, en alturas desde
el nivel del mar hasta los 800 m. Se presenta tanto
en bosques primarios como secundarios y a lo
largo de rios y quebradas (Torres et al. (2002),
Gonzilez 1995).

En condiciones naturales presenta pobla-
ciones pequefias, por lo que al aprovecharla se
corre el riesgo de amenazar su permanencia en
el ecosistema. El pilén es una especie dioica, es
decir, presenta drboles macho y drboles hembra,
los cuales no pueden ser identificados antes de la
floracion. No se conoce la relacion entre la fre-
cuencia de los drboles macho y hembra y no todos
los arboles florecen cada afo. Existen arboles
que nunca han presentado una floracion, lo que
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vegetative material was used as initial explant,
the use of 0.095% mercuric chloride (HgCl,)
during 5 min, allowed 50% of cuttings to develop
shoots under aseptic conditions on a simple MS
medium. It was observed that pilon does not
require the addition of growth regulators during
bud induction nor in the multiplication stages.
During rooting, the addition of indole butyric acid
(IBA) at concentrations of 0.1 mg.I"! promoted the
highest percentage of rooted shoots (80%), the
largest number of roots per stem (5.0) and the
best quality of the roots formed. Survival of in
vitro plants after acclimation under greenhouse
condition reached 70%.

dificulta la identificaciéon de arboles semilleros
(COSEFORMA 1998). La produccién de frutos
es muy variable en el tiempo y entre drboles.
Aunque los drboles producen gran cantidad de
frutos, estos son fuertemente depredados por
diferentes aves y en los dltimos afios el porcentaje
de frutos daflados se ha incrementado a niveles
considerables debido a avispas de la familia
Eurytomidae (Moya et al. 2009). Un problema
adicional que presentan las semillas es que
pierden su capacidad de germinacién pocos dias
después de la cosecha (semillas recalcitrantes)
(COSEFORMA 1998).

El pilén es una de las especies nativas que
mejor se ha adaptado a condiciones abiertas de
plantacidon, muestra poca exigencia con respecto a
la calidad del sitio, buena forma de fuste y rdpido
crecimiento durante los primeros afios, ademds
su madera es muy apreciada en el mercado por
su amplio rango de usos (Solis y Moya 2004).
Se utiliza en construcciones, tanto en interiores
como exteriores para puentes, pisos, carroceria de
camiones, soportes, postes, barriles para sélidos,
durmientes de ferrocarril, barcos y construccio-
nes marinas (Carpio 1992). El conocimiento de



ABDELNOUR et al.: Micropropagacion de pilén 11

estas caracteristicas ha incrementado la demanda
de pilén por parte de los reforestadores (Moya
et al. 2009), por lo tanto, se espera contar en un
futuro cercano, con materiales de siembra de
calidad para cubrir esta demanda. Sobre la micro-
propagacion de pilén, solamente se encontraron 2
referencias de trabajos realizados en Costa Rica
(Valverde 1998, Gamboa 1998); sin embargo,
la metodologia propuesta debié ser revisada y
completada. Por lo tanto el objetivo del presente
trabajo fue establecer una metodologia eficiente
para la micropropagacién de pilén.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Para los ensayos de introduccién y esta-
blecimiento in vitro se utilizaron semillas y
estacas procedentes de drboles seleccionados.
Las semillas de pilén fueron suministradas por
la Organizacién de Estudios Tropicales (OET) y
el Banco de Semillas Forestales del Centro Agro-
némico Tropical de Investigacién y Ensefianza
(CATIE). El material vegetativo para la intro-
duccién in vitro de brotes consistié de esquejes o
estacas tomados de plantas ubicadas en el jardin
clonal del Instituto Tecnolégico de Costa Rica
en la Zona Norte y en el vivero de la Escuela de
Agricultura de la Regién del Trépico Himedo
(EARTH). Estas estacas fueron mantenidas en
el invernadero para estimular la brotaciéon de
las yemas y se asperjaron semanalmente con
una mezcla de Agrimicin® y Benlate® (estrep-
tomicina y benomil, respectivamente), en una
concentracién de 1 g1 de cada uno para reducir
la contaminacién una vez introducidas in vitro.

Desinfeccion, establecimiento y multiplicaciéon
in vitro

Durante la desinfeccion, las semillas
maduras fueron lavadas con agua y detergente,
seguidamente se enjuagaron con agua corriente
y se sumergieron en alcohol de 70° por 5 min.
Posteriormente se incubaron en hipoclorito de

sodio (NaOCI) en varias concentraciones y tiem-
pos de inmersién (2,75% durante 20 min, 4,12%
durante 20 min, 5,5% durante 20 y 30 min). Un
ultimo tratamiento consistio de la escarificacion
de las semillas con 4cido sulfirico concentrado
por 10 min seguida de la desinfeccion en 5,5%
de NaOCI por 30 min. Todos los tratamientos se
colocaron en agitacién. Después de la desinfec-
cion, las semillas fueron lavadas 3 veces con agua
destilada estéril en la cdmara de flujo laminar y
los embriones disectados y distribuidos en viales
(11 cm de largo x 8 cm de didmetro) con 10 ml del
medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) (1962),
suplementado con 3% de sacarosa y 1,8 g.l' de
gelrite® como gelificante. El pH del medio fue
ajustado a 5,7 antes de la esterilizacién por auto-
clave (1,2 atm de presiéon y 121° de temperatura
durante 20 min). Los cultivos se mantuvieron en
un cuarto de crecimiento con una temperatura de
27+2°C, un fotoperiodo de 16 h luz y una intensi-
dad luminica de 2000 lux.

Para las pruebas de desinfeccion y esta-
blecimiento in vitro de material vegetativo se
tomaron los rebrotes de las estacas mantenidas en
invernadero y se eliminaron las hojas, y se dejo
solo una pequefia parte del peciolo. Se utilizaron
explantes de aproximadamente 3 a 4 cm con 1
a 3 nudos. Se procedié a hacer un lavado con
agua y detergente y luego se incub6 el material
en los diferentes tratamientos de desinfeccion.
Como desinfectante se utilizé cloruro de mercu-
rio (HgCl,) en concentraciones de 0,095, 0,1 y
0,2% durante 5 a 7 min.

Una vez desinfectados los rebrotes, para
inducir la brotacién de las yemas axilares y la
produccién de nuevas plantulas in vitro, microes-
tacas de aproximadamente 0,5 a 1,0 cm, con un
nudo, fueron cultivadas en el medio de cultivo
MS al 100% de su concentracién en sales mine-
rales. Posteriormente, durante la fase de multipli-
cacion los brotes obtenidos fueron seccionados en
pequefias microestacas de un nudo y cultivados
en el medio de cultivo MS al 100 y 50% de su
concentracién en sales minerales, suplementado
con diferentes concentraciones de zeatina (Z:0,0;
0,5; 1,0-1,5 mgl?), cinetina (K: 0,5-10 y 1,5
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mg.l")) y benciladenina (BA 0,0; 0,05; 0,10; 0,50;
1,0 y 1,5 mgl') en experimentos independien-
tes. Tanto en el medio de induccién como de
multiplicacién se adicioné 30 g de sacarosa y
2 gl de gelrite como gelificante y los cultivos
se colocaron en un cuarto de crecimiento en las
condiciones descritas arriba.

Efecto de las auxinas en el enraizamiento

Los brotes de 1,5 cm de longitud produ-
cidos in vitro, indistintamente de su origen (del
cultivo de microestacas o embriones), fueron
colocados en el medio de cultivo MS con la
concentracion de sacarosa y gelificante similares
al anterior medio, con la concentracion de sales
completa (100% MS) y a la mitad de su concen-
tracion (50% MS) con 1 de 4 concentraciones
(0,1-0,2-0,3-04 mgl') de 4cido indolbutirico
(AIB) y 4cido naftalenacético (ANA), en experi-
mentos independientes. Los cultivos se colocaron
en las mismas condiciones que el ensayo anterior.

Aclimatacion de las plantas en el invernadero

Para la aclimatacién de las plantas en el
invernadero se utiliz6 suelo de bosque, (Gudpi-
les, Costa Rica) el cual se distribuyé en bolsas
plasticas de polietileno (15 cm x 25 cm) para el
trasplante de las plantas producidas in vitro. Para
este ensayo se utiliz6 un total de 100 plantas
enraizadas in vitro con un tamafo entre 3y 5 cm,
se lavé el exceso de gelificante de las raices y las
plantas se mantuvieron en una cdmara con una
temperatura de 30°C. El riego fue manual cada
2 6 3 dias y después de un periodo de 60 dias
en invernadero, las plantas fueron evaluadas con
base en el porcentaje de supervivencia.

Disefio experimental y analisis de datos

En todos los experimentos se empled un
disefo irrestricto al azar, un total de 20 explan-
tes por tratamiento, un explante por tubo y cada
tubo de ensayo representd una unidad experi-
mental. Cada experimento fue repetido 2 veces.
Las variables evaluadas fueron sobrevivencia al
agente de desinfeccion (%), asepsia (%), brotacién
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(%), nimero promedio de brotes; enraizamiento
(%), nimero promedio de raices y porcentaje de
aclimatacion (%).

RESULTADOS Y DISCUSION

Desinfeccion, establecimiento y multiplicacion
in vitro

El material de campo estd expuesto a gran
cantidad de agentes contaminantes, de ahi que el
éxito o fracaso en la micropropagaciéon de una
especie, en muchas ocasiones, dependerd de un
adecuado sistema de desinfeccion del material
inicial (George et al. 2008). Para la desinfeccion
superficial de los explantes se utiliza productos
variados, como el alcohol, los cloruros de sodio,
calcio y mercurio entre otros, sin embargo; el
etanol es uno de los desinfectantes que se utiliza
comunmente, previo al tratamiento con hipo-
clorito de sodio, considerandose efectivo contra
bacterias y hongos (Lummerding 2001). Cuando
las semillas fueron incubadas por 20 min en con-
centraciones crecientes (2,75%, 4,12% y 5,5%) de
NaOCI (Cuadro 1) se observo un incremento en
el porcentaje de embriones asépticos establecidos
in vitro (13%, 20% y 38% respectivamente). Los
embriones que fueron incubados en la mayor
concentracién de NaOCl (5,5%, durante 30 min),
presentaron el mayor porcentaje de asepsia (61%).
Sin embargo, cuando previo al tratamiento de
desinfeccion se realizé la escarificacion de las
semillas, se observé el 100% de embriones esta-
blecidos in vitro, lo que podria indicar que el
dcido sulfirico utilizado en combinacién con el
desinfectante provocé una mejor remocion de los
agentes contaminantes. La contaminacién que se
encontrd en los tratamientos fue principalmente
bacteriana.

Es importante sefalar que durante la
diseccion de los embriones, el 35% de las semi-
1las desinfectadas fueron desechadas, debido a la
presencia de diferentes estadios larvales y adultos
de la avispa Eurytoma sp., familia Eurytomidae
(Hymenoptera) (Figura 1A). Al parecer la avispa
ovoposita en el fruto y la larva se alimenta del
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Cuadro 1. Establecimiento in vitro de embriones de pilén (Hieronyma alchorneoides) después de la incubacion en alcohol de
70° durante 5 min y diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaOCl) y escarificacion con acido sulfirico

concentrado seguido de NaOCl.

Embriones establecidos

Tratamiento asépticamente™
(%=+E.S)
2,75% NaOCl 20 min 13+1.4
4,12% NaOCl1 20 min 20+2,1
5,5% NaOCl 20 min 38+1.4
5,5% NaOCl 30 min 61+1.4
Escarificacién, 5,5% NaOCI 30 min 100+0,0

*  Promedio de 20 unidades por tratamiento y 2 ensayos+Error Estdndar.

embrion causdndole la muerte, lo que podria
explicar los bajos porcentajes de geminacion
que frecuentemente se observan en las semillas
(COSEFORMA 1998). En estudios previos se
observé que los porcentajes de germinacion
varian entre frutos de diferentes drboles y el dafio
por la avispa es mayor en la primera cosecha del
afio (Abdelnour et al. 2007, COSEFORMA 1998).

Con respecto al establecimiento de
microestacas in vitro, el mayor problema encon-
trado se presentd durante la etapa de desinfeccion,
el uso de cloruro de mercurio (HgCl,) permitid el
establecimiento aséptico de las estacas pero en
algunos tratamientos se incrementaron los niveles
de mortalidad. El mayor porcentaje de brotacién
de yemas fue del 50%, cuando se utiliz6 la menor
concentracién de HgCl, (0,095%) durante 5 min
de incubacién y ademds la contaminacion y
mortalidad se redujeron al 13% y 37%, respec-
tivamente. Al utilizar la misma concentracion
de HgCl, pero con el material inicial incubado
durante 7 min, el porcentaje de contaminacién
disminuy6 al 10%, pero la mortalidad aument6 al
52% y el porcentaje de yemas brotadas disminuy6
al 38% (Cuadro 2).

Las mayores concentraciones de HgCl,
evitaron la contaminacién, pero provocaron una
mortalidad del 100% en la mayoria de los casos.

Este desinfectante ha sido utilizado con efectos
positivos en la introduccién de semillas y brotes
de otras especies forestales y lefiosas (Ostrolucka
et al. 2007, Abdelnour y Muiioz 2005, Gamboa
1998, Monteuuis et al. 1998). El Cloruro de
mercurio se incluye entre los desinfectantes que
presentan metales pesados y se caracterizan
porque son muy toxicos y activos en muy bajas
concentraciones y actian sobre enzimas claves
inactivdndolas al reaccionar especificamente con
grupos sulfidrilo (SH) (Flores 2001, CIAT 1991).

Durante la induccion de brotes a partir de
las microestacas establecidas asépticamente, se
observéd que, tanto los tratamientos con zeatina,
como el tratamiento testigo (sin zeatina) mostra-
ron una respuesta muy similar, sin existir diferen-
cias significativas entre los tratamientos (Tukey
p=0,01) (Cuadro 3). Sin embargo, la adicién de
zeatina indujo efectos indeseables como la for-
macién de gran cantidad de yemas hiperhidricas
cuando el medio fue enriquecido con concentra-
ciones superiores a 0,5 mg y en algunos casos las
yemas presentaron deformaciones. Resultados
similares fueron observados cuando se adiciond
BA. El mayor porcentaje de estacas brotadas
(85%), se observé en ausencia de este regulador
del crecimiento. En presencia de BA los porcenta-
jes de brotacién disminuyeron hasta alrededor del
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Fig. 1. A) Fruto de pilén (Hieronyma alchorneoides) que muestra el dafio ocasionado por la larva de la avispa Eurytoma sp.
B) Microestacas en fase de multiplicacion. C) Brotes formados durante la multiplicacion D) Brote en el medio de
induccion de raices E) Planta enraizada.
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Cuadro 2. Contaminacién, mortalidad y brotacién in vitro de microestacas de pilon (Hieronyma alchorneoides) sometidas a
diferentes concentraciones de HgCL, y tiempos de inmersién previo al cultivo en medio MS (1962) sin reguladores

del crecimiento.*

Tratamiento de desinfeccion L, Mortalidad Brotacién
Contaminacion (%)
. . (%=ES) (%)
HgCl, (%) Tiempo (min)

0,2 5 75+3,5 0 25+1.7

0,2 7 0 100 0

0,1 5 0 100 0

0,1 7 0 100 0
0,095 5 13+1,0 37x14 50+1,0
0,095 7 10£1,0 52420 38+2,0

Cuadro 3. Brotacion de yemas de pilén (Hyeronima alchorneoides), durante la multiplicacion de microestacas con varias con-

centraciones de zeatina (Z) y benciladenina (BA).

Tratamiento Brotacién Brotes por explante
(%) (N°. promedio)
Zeatina (mg.1™")
0 90a 2.5a
0.5 85a 24a
1 80a 2.6a
BA (mg.I')
0 85a 2.1a
0.5 62b 20a
! 62b 1.5b

Datos seguidos de una misma letra no son significativamente diferentes (Tukey p=0,01).

60%, aunque el nimero de brotes desarrollados
por estaca fue similar a los mostrados en ausencia
de BA (Cuadro 3). La longitud de los brotes varié
de 7 a 4 cm después de 8 semanas de cultivo. La
ventaja del uso de BA con respecto a la zeatina
fue que los brotes presentaron mayor conformi-
dad morfoldgica y no mostraron hiperhidricidad.

La hiperhidricidad es un desorden fisio-
l6gico que se da en cultivo in vitro producto de
diferentes condiciones de estrés ocasionadas por
elevados niveles de humedad, potencial hidrico,
concentraciones de reguladores de crecimiento,
intensidad luminica y acumulacién de gases en la
atmésfera de cultivo. Las plantas presentan brotes

delgados de apariencia vidriosa, quebradiza y
deformaciones en el tejido vascular y epidérmico
(Deberegh et al. 1981, Ziv 1991, George 1996).
Estudios mds recientes evidencian que el estrés
oxidativo es uno de los principales factores res-
ponsables de la hiperhidricidad in vitro (Saher et
al. 2004).

Cuando las microestacas fueron cultiva-
das sin citocininas en el medio MS con 100%
de la concentracién de sales (Cuadro 4, Figura
1B) se observd 62% de brotaciéon y un nimero
de rebrotes por microestaca de 3,6. Sin embar-
g0, cuando se utilizé el medio MS al 50% de la
concentracion de sales, el porcentaje de brotacion
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Cuadro 4. Efecto de la concentracion de sales de Murashige y Skoog (MS) en la multiplicacién in vitro de microestacas de pilén
(Hieronyma alchorneoides), después de 8 semanas de cultivo.

Sales minerales

Brotacion (%)

N°. promedio

(MS) Brotes por explante
100% 62ab 3,6ab
50% 4.9a

Datos seguidos de una misma letra no son significativamente diferentes (Tukey p=0,01).

fue mayor (69%) y el nimero de rebrotes por
estaca aumentd a 4,9. Los resultados observados
parecen indicar que con un medio muy simple y
en ausencia de citocininas, el pilén es capaz de
rebrotar y producir un importante nimero de bro-
tes de buena calidad por microestaca (Figura 1C).
Estos resultados coinciden con lo recomendado
para la multiplicacién in vitro del cedro colorado
(Toona ciliata), donde un MS con un 25% de la
concentraciéon de sales fue el tratamiento mds
eficiente en esta etapa (Mroginski et al. 2003). El
medio de cultivo MS se caracteriza por ser rico
en nutrientes, principalmente en nitrégeno y la
favorable respuesta obtenida, aun sin la presencia

de suplementos adicionales, nos indica que el
pilén posee una buena respuesta in vitro.

Enraizamiento

Los primeros indicios de formacién de
raices en los tallos de pilon se observaron después
de 18 dias de cultivo y a los 27 dias se observé
la formacién de raices en todos los tratamientos
evaluados (Cuadro 5). Aquellos tallos cultivados
en el medio de cultivo MS al 50%, en presencia
de AIB, mostraron en la mayoria de los casos,
mayores porcentajes de enraizamiento que los
cultivados en el medio MS con la concentracion
de sales completa. Estos tallos alcanzaron hasta

Cuadro 5. Efecto de la concentracién de sales del medio de cultivo MS (1962) suplementado con AIB y ANA en el porcentaje
de enraizamiento y nimero promedio de raices por brote de pilén (H. alchorneoides).

MS 100% MS 50%
AIB] Enraizamiento N°. promedio Enraizamiento N°. promedio
(mg.I) (%) raices.brote™! (%) raices.brote™!
0,1 73,0a 5,0a 80,0a 5,0a
0,2 530b 3,6b 80,0a 5,0a
0,3 66,0b 3,6b 60,0b 4,6a
0.4 33,0c 1,7¢ 53,0b 4/7a
ANA
(mg.I')
0.1 26,0bc 1,.9bc 80,0a 1,7b
0,2 40,0b 2,5b 66,0b 2,5b
0,3 40,0b 2,8b 26,0c 1,6b
0.4 40,0b 2,2b 33,0¢c 1,2bc

Datos seguidos de una misma letra no son significativamente diferentes (Tukey p=0,01).
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un 80% de enraizamiento en presencia de 0,1 y
0,2 mg.I'' de AIB. Por otra parte, el mayor por-
centaje de enraizamiento con ANA se observé
cuando los tallos fueron cultivados en el medio
MS al 50% con 0,1 mg.l'l. Cuando se incremen-
taron las concentraciones tanto de AIB como de
ANA, se observé una tendencia a disminuir el
porcentaje de tallos enraizados y se promovid
la formacién de grandes masas de callo en la
base del tallo, lo que desfavorecié la formacién
de raices. Excepto en el medio de cultivo al
100% suplementado con ANA, se observd que
el porcentaje de enraizamiento se increment6 en
la concentracién de 0,2 mg.l!, pero se mantu-
Vo constante a concentraciones mayores. De la
informacién obtenida se concluye que las mejores
condiciones de enraizamiento se lograron con el
medio de cultivo MS al 50%, suplementado con
0,1 y 0,2 mg.I"" de AIB (Figura 1 D-E) Estos tra-
tamientos también permitieron el mayor nimero
de raices por planta (5,0). El AIB result6 mejor
enraizador que el ANA, no solo por el nimero
promedio de raices por planta y el porcentaje de
enraizamiento, sino también por la morfologia
de las raices, ya que en algunos tratamientos en
presencia de ANA, las raices formadas fueron
muy gruesas y mostraron algunas deformidades
en las concentraciones mas elevadas de esta auxi-
na. Se ha observado que para muchas especies
forestales, los requerimientos nutricionales en
la etapa de enraizamiento son inferiores a los de
las etapas de brotaciéon y multiplicacion, que al
disminuir la concentracién del medio de cultivo
en esta etapa, favorece el enraizamiento (Gamboa
y Abdelnour 1999, Gonzéles y Vilca 1998). Estas
observaciones concuerdan con los resultados
obtenidos en este estudio, ya que se mostré que
para el enraizamiento de tallos, H. alchorneoides
responde mejor a un medio de cultivo MS con la
mitad su concentracion de sales.

Aclimatacion de las plantas

En algunos casos, el uso de la micro-
propagaciéon para la multiplicacién rdpida de
especies vegetales se ha visto limitado por el alto
porcentaje de plantas pérdidas o dafiadas durante

la transferencia a condiciones ex vitro, ya sea en
invernadero o campo. Las condiciones in vitro
(envases herméticamente cerrados, condiciones
asépticas, alto suplemento de fuentes de carbo-
no y energia, alta humedad del aire e intensi-
dad luminica relativamente baja), hacen que las
vitroplantas presenten algunas malformaciones
morfoldgicas, anatémicas y fisiolégicas y tengan
que pasar por un periodo de adaptacién gradual a
condiciones ex vitro para corregir anormalidades,
favorecer el desarrollo de las hojas, raices y redu-
cir la mortalidad ante el cambio de condiciones
ambientales (Pospisilova et al. 1999).

En este trabajo, el 70% de los tallos de
pilén enraizados in vitro lograron sobrevivir
cuando se llevaron al invernadero para su acli-
matacion. En algunos casos, en la transferencia de
plantas desarrolladas in vitro a suelo se obtiene
muy poco éxito, porque pueden formarse raices
débiles que no responden bien a las condiciones
de campo. Cuando las especies forestales mues-
tran bajos porcentajes de sobrevivencia, princi-
palmente en aquellos casos en que los drboles
crecen en suelos poco fértiles o que no son sus
suelos de origen, la inoculacién de microrrizas
al sustrato confiere beneficios a las plantas, éstos
forman una asociacién mutualista que no solo
favoreceria la sobrevivencia ex vitro sino tam-
bién el desarrollo y vigor de las plantas (Puthur
et al. 1998). Se menciona que la planta aumenta
considerablemente la superficie radicular y su
capacidad de absorber agua y nutrientes, por lo
que se estimula significativamente el crecimiento
y pueden llegar a ser mayores al 30% (Ascon-
Bieto y Talén 2008). Por los resultados obtenidos
en esta investigacion, el proceso de aclimatacién
podria ser mejorado y la practica de inoculacién
con hongos micorrizicos podria ser evaluada en
esta especie.
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