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RESUMEN

La micropropagacion de plantas del género Pinus se ha realizado en varias especies. Sin embargo, no se
han informado trabajos sobre micropropagacion de Pinus cubensis Griseb., especie de gran importancia
econdmica. En consecuencia se propone como objetivo lograr la propagacion in vitro Pinus cubensis Griseb.
para contribuir al aumento del nimero de individuos en su habitat natural. Para la desinfeccion de las semillas
y el establecimiento de los embriones se determind la concentraciony el tiempo de inmersion en hipoclorito
de sodio asi como el efecto de la presencia o ausencia de la cubierta seminal. En la fase de multiplicacion
se ensayaron dos reguladores de crecimiento y tres concentraciones de cada uno para lograr la emisién de
brotes axilares. Se realizaron cinco subcultivos cada 21 dias. El enraizamiento y la aclimatizacion se realizaron
simultdneamente. Los brotes se individualizaron y se sumergieron en una solucion enraizadora. Se logro el
establecimiento in vitro de embriones cigéticos de P. cubensis. Los mayores porcentajes de desinfeccion y
germinacion se obtuvieron después de la inmersion de las semillas en una solucién de hipoclorito de sodioal
20% durante 15 minutos, seguida de su siembra sin cubierta seminal. Con el uso de 22.5 pyM de 6-
bencilaminopurinay 5.4 uM de acido naftalenacético se incremento el nimero y la longitud de los brotes
axilares en la fase de multiplicacion. Fue posible propagar in vitro por primera vez Pinus cubensis Griseb. a
partir embriones cigéticos y se establecio un protocolo de trabajo donde las plantas obtenidas alcanzaron un
50% de supervivencia en la fase de aclimatizacion.
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ABSTRACT

Micropropagation of plants from the genus Pinus has been done in several species. However,
micropropagation of Pinus cubensis Griseb has not been reported. This species has a great economical
importance. Then, the aim of the current research was to achieve in vitro propagation of Pinus cubensis
Griseb. to increase the number of individuals in their natural habitat. The concentration of sodium
hypochlorite and immersion time were determined for seeds disinfection and embryos establishment.
The effect of the presence or absence of the seed coat was also studied. Two growth regulators and three
concentrations of each one were tested to achieve the emission of axillary buds in the multiplication
phase. Five subcultures every 21 days were done. Rooting and acclimatization were carried out
simultaneously. Shoots were individualized and immersed in a rooting solution. Zygotic embryos of P.
cubensis were developed in vitro. The highest percentages of disinfection and germination were obtained
by introducing the seeds in a solution of sodium hypochlorite at 20% for 15 minutes, planting them after
that without the seed coat. The number and length of axillary buds increased by using 22.5 uM of 6-
benzylaminopurine and 5.4 uM naphthaleneacetic acid in the multiplication phase. The in vitro propagation
of Pinus cubensis Griseb. from zygotic embryos was achieved for the first time. A protocol was also
established, reaching 50% of survival in the acclimatization phase.
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INTRODUCCION suelos con elevado contenido de hierro y niquel,

se han reducido debido a la mineria intensiva y

La Meseta de Pinares de Mayari, estuvo
densamente poblada por Pinus cubensis
Griseb., especie importante como fuente
renovable para la produccion de diversos
productos relacionados con la madera. Sin
embargo, sus poblaciones, al habitar sobre

a la explotacion maderera. Por estos motivos
el numero de individuos decrece
continuamente.

Alinicios de la década de los 60 del siglo XX, se
desarroll6 una técnica para la propagacion de
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plantas por cultivo de tejidos, que con el curso
de los afios se fue mejorando y modificando
para numerosas especies (Gupta y Timmis,
1999). Las técnicas de micropropagacion
mas comunes son la formacién directa de
brotes, la formacién de brotes axilares
(ambas por organogénesis) y la
embriogénesis somatica (Von Aderkas y
Bonga, 2000). Segun Gupta et al. (1999), al
iniciar trabajos con alguna nueva especie, la
técnica mé&s recomendada es la
organogénesis. La induccion del desarrollo
de brotes axilares, seguido de su
enraizamiento, ademas de ser la forma més
comun de regeneracion, es la que presenta
mayores garantias de estabilidad genética
(Toribio y Celestino, 2000).

En el caso de la organogénesis directa, la
mayoria de las regeneraciones in vitro
exitosas en Pinus han sido el resultado de la
utilizacion de embriones maduros vy
cotiledones, como explantes iniciales
(Rocha y Niella, 2001).

La micropropagacién de plantas del género
Pinus se harealizado en varias especies, por
ejemplo: Pinus caribaea Morelet. (David et al.,
1995), Pinus strobus L. (Klimaszewuska et
al., 2001), Pinus taeda L. (Gupta et al., 1999;
Niella y Rocha, 2004) y Pinus radiata Don.
(Schestibratov et al., 2003).

Sin embargo, no se han informado trabajos
sobre micropropagacion de Pinus cubensis
Griseb. En consecuencia, se propone como
objetivo lograr la propagacion in vitro Pinus
cubensis Griseb. para contribuir al aumento
del nimero de individuos en su habitat natural.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal, perteneciente al Centro
de Investigaciones y Servicios Ambientales y
Tecnolégicos (CISAT-CITMA Holguin).

Se emplearon como explantes iniciales
semillas de Pinus cubensis Griseb.,
suministradas por la Empresa Forestal del
municipio de Mayari, provenientes de arboles
plus de las plantaciones de Pinares de Mayari,
Holguin.

Como medio de cultivo basal en todos los
experimentos se empled el propuesto por
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Murashige y Skoog (1962), con 30 g I de
sacarosa y 7 g It de Agar. El volumen de
medio de cultivo por frasco de 250 ml de
capacidad fue de 25 ml. El cultivo se mantuvo
a 25 +2°C, bajo una luz blanca artificial
suministrada por tubos de luz fluorescente,
de 37.5 umol m2 s, con un fotoperiodo de
16 horas luz y 8 de oscuridad.

Desinfeccion

La desinfeccién se realiz6 segln Saborio et
al. (1997). Se ensayaron tres
concentraciones (10%, 15% y 20%) de
hipoclorito de sodio (Cloralex, 6% del
ingrediente activo), en dos tiempos (10 miny
15 min) de inmersion en la solucién. Se utilizé
un control sin tratamiento de desinfeccion.
Finalmente, las semillas se enjuagaron tres
veces con agua destilada estéril, se les
eliminé la testa y colocaron en medio de
cultivo basal, a razén de de tres por frasco.
Se emplearon cuatro unidades
experimentales de n=25. Se cuantificd el
niamero de semillas contaminadas por
microorganismos y el numero de semillas
germinadas, con estos valores se calculé el
porcentaje de contaminacién y de
germinacion, para cada tratamiento, a los 21
dias de iniciado el cultivo, ya que a partir de
este momento las semillas no son viables
(Betancourt, 1987).

Germinaciéon de embriones

Como material vegetal inicial se tomaron
semillas sin testa previamente desinfectadas
con el mejor tratamiento del experimento
anterior y embriones cigoticos. La extraccion
del embrién cigdtico se realizé bajo un
microscopio estéreoscépico (XTL-I), con el
auxilio de pinza y bisturi, a partir de semillas
previamente embebidas en agua estéril
durante 72 h y luego desinfectadas con el
mejor tratamiento del experimento anterior.
Ambos tipos de explantes se establecieron
en el mismo medio de cultivo basal. Se
utilizaron cuatro unidades experimentales de
n =6.Alos 21 dias de cultivo se cuantifico el
numero de embriones germinados y se midié
la longitud de los brotes (cm).

Multiplicaciéon

Con el objetivo de multiplicar las plantulas
obtenidas del tipo de explante inicial
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seleccionado en la fase anterior se
emplearon diferentes reguladores del
crecimiento. A las plantulas se le separaron
los brotes y cada uno constituy6 un explante.
Se colocaron en medio de cultivo basal,
enriquecido con diferentes citoquininas (6-
bencilaminopurina (BAP) y Kinetina (Kin)), a
distintas concentraciones (0, 18 y 22.5 uM) y
una concentracion constante para todos los
medios de cultivo 5.4 pM de &cido
naftalenacético (ANA), segun Kalia et al.
(2000). Se colocaron tres explantes por
frasco y se realizaron cinco subcultivos, cada
uno de 21 dias de duracion. Se utilizaron
cuatro unidades experimentales de n=10, y
se calculd el coeficiente de multiplicacién
(nimero de explantes final/nimero de
explantes iniciales), se cuantificé el nimero
de brotes por explante y se midié la longitud
de los brotes (cm).

Enraizamiento y aclimatizacion

En estas fases se utilizé el procedimiento
para la aclimatizacion de plantas in vitro
publicado por Orellana (1998) para lograr la
formacién de raices ex vitro, directamente en
el sustrato. Se emplearon brotes individuales
obtenidos al final del quinto subcultivo, de 4.0-
5.0 cm de longitud. Durante este proceso se
midié la longitud (cm) y el niumero de
fasciculos de cada brote para su posterior
categorizacién en cuanto a calidad (Tabla 1),
y se separaron en lotes para los préximos
manejos. A cada uno se le aplicé una
inmersion, durante 24 horas, con una mezcla
de 10 uM de ANA y 10 uM de acido
indolbutirico (AIB). Al finalizar fueron
colocados en recipientes plasticos
individuales (500 ml) con un sustrato
compuesto por turba y perlita (2:1). Se
mantuvieron en caseta de adaptacién con un
fotoperiodo natural. La humedad relativa fue
de 80-90% los primeros 21 dias, luego se
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disminuyé a 70-80%. Estos brotes se
mantuvieron bajo un cobertor de zaram (50%
de sombra), con una iluminaciéon de
aproximadamente 87 pumol m=2s?l Se
utilizaron tres unidades experimentales de
n=10 y se cuantificé el numero de plantas
vivas (expresado como porcentaje de
supervivencia) semanalmente hasta los 42
dias en esta fase.

Analisis de los resultados

Para el andlisis estadistico de los resultados
se utilizé el paquete SPSS, versién 11.0 para
Windows (SPSS Inc., 1998). Se plantearon
las hipotesis y se realizaron las pruebas
estadisticas de Kolmogorov-Smirnov y la
prueba de Levene para comprobar los
supuestos de normalidad en la distribucion
de los datos y de homogeneidad de varianza.
De cumplirse estos supuestos, se utilizaron
las pruebas paramétricas de Analisis de
Varianza (ANOVA Factorial) y Tukey HSD. En
el andlisis no paramétrico se realiz6 la
prueba U de Mann-Whitney, asi como
Kruskal-Wallis y la clasificacién de medias
por el método de Student-Newman-Keuls.

RESULTADOS Y DISCUSION
Desinfeccion

El empleo de hipoclorito de sodio al 20%
disminuyo significativamente en un 53.5% el
porcentaje de contaminacién microbiana en
las semillas de Pinus cubensis Griseb.
(Figura 1).

Ademas, se constaté que el empleo del
desinfectante al 20% aumentd el porcentaje
de germinacién, con valores de 42.2%. La no
aplicacion de hipoclorito de sodio tuvo un
resultado de 0% de germinacion, debido a la
contaminacion de la totalidad de las semillas.

Tabla 1. Categorias establecidas para el andlisis de la influencia en la calidad de los brotes en la aclimatizacién

de plantulas de Pinus cubensis Griseb.

Calidad Long. del brote (cm) NUmero de fasciculos
Escasa 40-4.3 1-2
Regular 44-4.6 3-4
Buena 4.7-5.0 5-6
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Figura 1. Efecto de la concentracion de hipoclorito de sodio sobre la desinfeccidon y germinacion de semillas
de Pinus cubensis Griseb a los 21 dias de establecidas in vitro. ANOVA Factorial p<0.05. Barras con letras
diferentes indican diferencias significativas segun Tukey HSD.
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Figura 2. Efecto del tiempo de inmersion en hipoclorito de sodio sobre la desinfeccion y la germinacién de
semillas de Pinus cubensis Griseb. a los 21 dias de sembradas. ANOVA Factorial para p<0.05. Barras con
letras diferentes indican diferencias significativas segin Tukey HSD.

El tiempo de inmersion también influyé en la
contaminacion. La figura 2 muestra que el
porcentaje de contaminacion fue menor
(56.2%) cuando se empled hipoclorito de
sodio por 15 minutos.

Los porcentajes de germinacion también
dependieron del tiempo de inmersion en el
agente desinfectante. Con la aplicacion de
hipoclorito de sodio durante 10 minutos se
obtuvo un menor porcentaje de germinacién
(21.2%) que con 15 minutos de inmersién
(25.3%).

Existen diferentes tendencias al manejar la
interaccion entre la concentracion y el tiempo
de aplicacion del agente desinfectante en la

desinfeccion de semillas de Pinus. Algunos
autores han utilizado el desinfectante a altas
concentraciones y menor tiempo de
exposicion. Por ejemplo, Saborio et al. (1997)
lograron la desinfeccién exitosa en Pinus
ayacahuite Ehrenb. con la aplicacién de
hipoclorito de sodio al 10% durante 15
minutos. También se han utilizado
concentraciones menores a mayor tiempo de
exposicion. De esta manera, Sull y Korban
(2004) utilizaron hipoclorito de sodio al 1.5%
(ingrediente activo) durante 30 minutos para
Pinus pinea L.

Elresultado para Pinus cubensis Griseb. con
el hipoclorito de sodio al 20% durante 15
minutos fue comparable al de Andersone e
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levinsh (2002) quienes lograron los
mayores porcentajes de desinfeccién en
Pinus sylvestris L. con igual tratamiento.

En base a los resultados se selecciono
para los siguientes estudios el tratamiento
de desinfeccién por inmersién de las
semillas en una solucion de hipoclorito de
sodio al 20% durante 15 min.

Germinaciéon de embriones

En la tabla 2 se presenta el comportamiento
de la germinacion y la longitud de los brotes
de los dos tipos de explantes empleados. Se
determind que este factor afectd la
germinacion, pero no la longitud del brote. El
uso del embrién cig6tico incremento el
porcentaje de germinacion (88.26%) respecto
a la semilla sin testa (79.01%).

El porcentaje de germinacion de embriones
cigobticos resulté aceptable para los
objetivos del trabajo y estd en
correspondencia con resultados previos
informados por otros autores (Saborio et
al., 1997; Gupta y Timmis, 1999; Rocha y
Niella, 2001; Valdez et al., 2001). Por esta
razén se seleccioné como explante inicial.
Con el material vegetal obtenido se
realizaron las siguientes etapas del
trabajo.

Multiplicacion

Se comprob6 que el tipo de regulador del
crecimiento y sus concentraciones influyeron
significativamente sobre la multiplicacién de
las plantulas obtenidas (Figura 3).

La adicion de 6-BAP a 22.5 uM provocé un
incremento en el numero de brotes, con
este tratamiento se obtuvo el valor mas alto
(3.05).
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Entre los resultados de la aplicacién de 6-
BAP y Kinetina, no existieron diferencias
significativas para el niumero de brotes
(2.05; 1.77 y 2.02 respectivamente),
aunque cada factor (tipo de regulador y
concentracion) por separado si influyd. El
numero de brotes en ausencia de 6-BAP y
kinetina (tratamiento control) presenté el
valor mas bajo de nUmero de brotes (0.75).

El efecto de cada factor por separado
también presenté diferencias significativas
en el numero de brotes (resultados no
mostrados). Sobre el factor tipo de
regulador, 6-BAP produjo mayor nimero de
brotes por explante (1.72) que kinetina
(1.29), mientras que el factor
concentracion 22.5 uM produjo el mayor
numero de brotes (2.53).

El analisis de la interaccién entre el tipo
de regulador del crecimiento y su
concentracion mostré6 diferencias
significativas para la variable longitud del
brote. La adicion de 6-BAP a una
concentracion de 22.5 uM, provoc6 un
incremento significativo en la longitud del
brote y alcanzé un valor de 4.81cm, con
diferencias significativas con respecto al
resto de los tratamientos (Figura 4).

La interaccion entre el tipo de regulador de
crecimiento y las diferentes
concentraciones empleadas (Figura 5)
mostré que la adicion de 6-BAP a 22.5 uM
produjo el mayor incremento en el
coeficiente de multiplicacién de los brotes
(4.05).

Una vez que los explantes se transfirieron
a los medios de cultivo de multiplicacion,
se observé formacion de brotes axilares en
todos los tratamientos empleados, excepto
en el control.

Tabla 2. Influencia del tipo de explante inicial sobre la germinacion in vitro de Pinus cubensis Griseb.

Tipo de explante

Germinacién (%)

Longitud de los brotes (cm)

Semilla sin testa 79.01b
Embrioén cigético 88.26 a
ES 1.82
Significacién *

4.4
4.6
0.055

ns

Medias con letras diferentes indican significacion segun prueba U de Mann-Whitney, para p<0.05. (ES: Error

esténdar; ns: no significacion; *: significacion).
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Figura 3. Efecto del tipo de regulador de crecimiento y diferentes concentraciones sobre el nUmero de brotes
obtenidos en la fase de multiplicacién de Pinus cubensis Griseb. ANOVA Factorial para p<0.05. Barras con
letras diferentes indican diferencias significativas segun Tukey HSD.
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Figura 4. Efecto del tipo de regulador de crecimiento y diferentes concentraciones sobre la longitud de los
brotes obtenidos en la fase de multiplicacion de Pinus cubensis Griseb. ANOVA Factorial para p<0.05.
Barras con letras diferentes indican diferencias significativas segin Tukey HSD.
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Figura 5. Efecto del tipo de regulador del crecimiento y diferentes concentraciones sobre el coeficiente de
multiplicacion de brotes de Pinus cubensis Griseb. ANOVA Factorial para p<0.05. Barras con letras diferentes
indican diferencias significativas segin Tukey HSD.
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Independientemente del tipo de regulador del
crecimiento y su concentracion, todos los
explantes de Pinus cubensis Griseb. fueron
capaces de emitir brotes. Esto pudiera estar
dado por el efecto de las citoquininas en general,
de romper la dominancia apical y estimular el
proceso de division celular y la formacion de
brotes axilares (Rodriguez et al., 2005).

Para Pinus cubensis Griseb. no se han
encontrado referencias en la literatura
cientifica consultada, por lo que se puede
decir que con este experimento se obtienen
por primera vez, brotes in vitro de esta
especie. Sin embargo, para otras especies
de Pinus se han informado resultados
exitosos, como por ejemplo: Pinus pinaster
Ait. (Calixto y Salomé, 1997), Pinus radiata
Don. (Schestibratov et al., 2003), Pinus
heldreichii Christ. (Stojicic y Budimir, 2004) y
Pinus elliottii Engelm. (Tang et al., 2006).

Esta influencia entre la variacion en el tipo y
concentracion de los reguladores del
crecimiento y el comportamiento de la brotacion
concuerda con los resultados de otros autores
(Valdés et al., 2001; Lépez y Sdnchez, 2003)
guienes plantean que para la induccién y
crecimiento de los brotes se obtienen diferentes
respuestas frente a distintos tipos de
reguladores del crecimiento y concentraciones.

Mas del 85% de los medios de cultivo
empleados para la fase de multiplicacion in
vitro de plantas incluyen alguna citoquinina
(Orellana, 1998). En el caso de especies de
Pinus ocurre de igual forma. Por ejemplo:
Ojeda (1996) observd un efecto positivo de
6-bencilaminopurina (6-BAP) en el nimero de
brotes de Pinus cembroides Zucc. y Pinus
halepensis Mill. Igualmente, Tang y Guo (2001)
emplearon kinetina en la formacion de brotes
de Pinus pinea L. y Kalia et al. (2000)
emplearon tanto kinetina como 6-BAP para
la induccién de brotes en Pinus roxburgui
Sarg., y obtuvieron los mejores resultados
con 6-BAP. De igual forma, Schestibratov et
al. (2003) emplearon 6-BAP con éxito a una
concentracion de 22.2 uM en Pinus radiata
Don. Por su parte, Gupta y Durzan (2004)
utilizaron también este regulador de para
obtener brotes axilares de Pinus lambertiana.
Dong. Los resultados con Pinus cubensis
Griseb. en el presente trabajo coinciden con
lo sefialado con anterioridad.
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Al afiadir citoquininas exdégenas al medio de
cultivo, el balance auxina/citoquininas existente
se altera (Del Pozo et al., 2005). Ello resultaen
la estimulacién de la germinacion de todas las
yemas, no solo la apical, cuyo desarrollo se
desacelera teniendo en cuenta que el efecto
de la citoquinina sobrepasa al de la auxina
enddgena. Esto provoca, ademas de la
germinacion, el crecimiento de esas yemas
axilares, hasta el momento latentes, ya que
Caboni etal. (2002), demostraron que este era
uno de los sitios de mayor acumulacién de
citoquininas. Estas fitohormonas, segun Fosket
etal. (1981) y Housa et al. (1990), estimulan la
transicion de G2 a la mitosis y aumentan la
rapidez de biosintesis de proteinas, mediante
el fomento de la transcripcion de acido
ribonucleico mensajero.

Se plantea, ademas, que participan en la
regulacién de la metafase de la division
celular, estimulando la sintesis de tubulina,
principal componente estructural de los
microtubulos, necesarios en la mitosis
(Fosket et al., 1981). También esta
demostrado que las citoquininas, mediante
la defosforilacién, activan las proteinas
kinasa dependiente de ciclina (CDK), las que
son inducidas por las auxinas de forma
inactiva por la presencia de un grupo fosfato
(CDK + PO,) (Caboni et al., 2002).

Teniendo en cuenta los resultados de esta fase
se seleccion6 el tratamiento que incluye 22.5
UM de 6-BAP para la multiplicacion de P.
cubensis.

Enraizamiento y aclimatizacién

En la fase de enraizamiento y aclimatizacion,
con el empleo de turba y perlita (2:1) como
sustrato, se logré un 50% de supervivencia de
las plantas (Figura 6). También se pudo
determinar que a los 28 dias de permanencia
en el sustrato antes referido, la supervivencia
de los brotes se estabilizé.

La influencia de la calidad de los brotes sobre
el porcentaje de supervivencia se presenta en
lafigura 7. Esta fue directamente proporcional,
con diferencias significativas entre los
tratamientos. El mejor resultado se obtuvo para
aquellos brotes de buena calidad, que
alcanzaron el mayor porcentaje de
supervivencia.
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Figura 6. Supervivencia de plantulas de Pinus cubensis Griseb. después de 42 dias en aclimatizacion en

sustrato compuesto por turba y perlita (2:1).
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Figura 7. Influencia de la calidad de los brotes sobre el porcentaje de supervivencia de brotes de P. cubensis
Griseb. durante la aclimatizacion. Kruskall-Wallis para p<0.05. Barras con letras diferentes indican significacion
segun la prueba de Student-Newman-Keuls. Escasa: 4.0-4.3 cm y 1-2 fasciculos. Regular: 4.4-4.6 cm y 3-4

fasciculos. Buena: 4.7-5.0 cm y 5-6 fasciculos.

Segun Rios et al. (2005) la rizogénesis o
induccién y desarrollo de un sistema radicular
funcional constituye una de las barreras
limitantes para la micropropagaciéon en
determinadas especies lefiosas. Por ejemplo,
Saborio et al. (1997) lograron un 40% de
enraizamiento, luego de una inmersiéon en 100
pM de ANA durante ocho horas en brotes de Pinus
ayacahuite Ehrenb., mientras Stojicic etal. (1999)
alcanzaron un 20% de enraizamiento en Pinus
heldreichii Christ. con la inmersién en 100 uM
de acido indolbutirico previo a la siembra. Sin
embargo, Sul y Korban (2004) no pudieron
lograr el enraizamiento en Pinus pinea L.
Mejores resultados informaron Tang et al.
(2006) con un 36.5% de supervivencia en
aclimatizacion, al transferir brotes de Pinus
taeda L. directamente a una mezcla de sustrato
compuesta por perlita, turba y vermiculita (1:1:1).

Lo expuesto anteriormente concuerda con lo
expresado por Martinez et al. (1994), quienes
plantearon que la capacidad de enraizamiento
de los brotes esta relacionada con su calidad,
por lo que existe una asociacidon entre la
reduccion de las pérdidas y el aumento del vigor
de los explantes iniciales. Por todo ello, se
puede sefialar que lograr un 50% de
supervivencia de los brotes de Pinus cubensis
Griseb. es un resultado alentador pero no
suficiente para establecer una metodologia de
produccién a gran escala de la especie, se
requiere continuar los estudios.

A partir de los resultados del trabajo se
conform@, por primera vez, un protocolo para
la propagacion in vitro de Pinus cubensis
Griseb. que se describe brevemente a
continuacion.
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Figura 8. Propagacion in vitro de Pinus cubensis Griseb. a. Semillas de arboles seleccionados, b. Embrion
cigético, c. Embrion cig6tico germinado, d. Plantas en fase de multiplicacién, e. Plantas aclimatizadas.

El material vegetal de partida deben ser
semillas provenientes de arboles
seleccionados (Figura 8a). Posteriormente, se
deben lavar con detergente comercial més dos
gotas de Tween 20, luego sumergir en
hipoclorito de sodio al 20% durante 15
minutos y enjuagar tres veces con agua
estéril. Se procede a retirar la cubierta
seminal y a extraer el embridn cigotico
(Figura 8b). Este se coloca en medio de cultivo
basal MS durante 21 dias para su germinacion
(Figura 8c). Los brotes formados se transfieren
a medio de cultivo MS con 5.4 pM de ANA 'y
22.5 uM de 6-BAP para su multiplicacién
(Figura 8d). Los subcultivos deben realizarse
cada 21 dias. El enraizamiento de los brotes se
realiza ex vitro simultdneamente con la
aclimatizacion (Figura 8e). Para ello, los brotes
provenientes de la multiplicacién se individualizan,
se sumergen en unamezclade 10 uM ANA (1.8
mg 1) y 10 uM AIB (2.03 mg I%) durante 24
horas y se colocan en un sustrato de turba y
perlita (2:1). Estos brotes se mantienen bajo
un cobertor de zaram (50% de sombra), con
unailuminacion de aproximadamente 87 pumol
m=2s? durante 42 dias.

CONCLUSIONES

Fue posible propagar in vitro por primera vez
Pinus cubensis Griseb. a partir embriones

cig6ticos. Se estableci6é un protocolo de trabajo
donde las plantas obtenidas alcanzaron un 50%
de supervivencia en fase de aclimatizacién.
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