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RESUMEN

El género Pinus ha sido clasificado como recalcitrante en relacion con la formacion de raices in vitro. El
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la influencia del empleo de la sacarosa en la multiplicacion in vitro
de Pinus caribaea var. caribaea sobre las caracteristicas morfoldgicas de plantas. Se determino, ademas, la
respuesta de estas plantas en la fase de enraizamiento con diferentes concentraciones de AIB y diferentes
concentraciones de nutrientes inorganicos (50 y 100%). Con 50 y 60 g I de sacarosa, se obtuvo una menor
formacion de nuevos brotes y mayores porcentajes de materia seca. Con 60 g I'' de sacarosa, se observaron
aciculas mas diferenciadas, muy similares a las desarrolladas en condiciones naturales, las plantas
presentaron un color verde mas intenso y el olor caracteristico de los aceites esenciales que puede percibir
al macerar tejidos de arboles adultos. En la fase de enraizamiento, independientemente de la concentracion
de sacarosa (30-60 g I'') que dio origen a las plantas in vitro, al incrementarse la concentracion de AIB, se
incrementd la longitud de las plantas. Para el porcentaje de materia seca, la respuesta fue diferente, pues en
las plantas obtenidas con 30 g I'' de sacarosa, cuando se incrementé la concentracion de AIB disminuyé el
porcentaje de materia seca, mientras que, en las plantas obtenidas con 60 g I"" ocurrié lo contrario. A las
plantas desarrolladas con 60 g I'' de sacarosa, y colocadas después en medio de cultivo de enraizamiento
con reduccion del 50% de los nutrientes inorganicos, se les cuantifico el mayor porcentaje de residuos de la
pared celular (47.95%). Estos resultados, evidencian la importancia de estudiar el efecto de la sacarosay la
concentracion de nutrientes inorganicos en funcion de obtener plantas con una mayor diferenciacion celular,
mejor preparadas para lograr formar raices in vitro.
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ABSTRACT

The genus Pinus has been classified as recalcitrant in relation to in vitro root formation. This work was carried
out to evaluate the influence of sucrose on the morphologic characteristics of Pinus caribaea var. caribaea in
vitro plants. The effect of different IBA and inorganic nutrients concentrations was also evaluated in the rooting
phase. The best results were obtained using 50 and 60 g |' of sucrose. A lower formation of new shoots and
higher percentages of dry matter was achieved. More differentiated needles, very similar to those observed in
natural conditions, were obtained adding 60 g I'' of sucrose. Regardless the concentration of sucrose (30-60
g I'") which allowed obtaining the in vitro plants, length of plants increased by increasing the IBA concentration
in the rooting phase. For the percentage of dry matter, plants placed in 30 g I'" of sucrose showed a decrement
in dry matter when the IBA concentrations increased. The opposite was observed in plants placed in 60 g I
of sucrose. Plantlets coming from a subculture with 60 g I'' of sucrose and transferred to a rooting culture
medium with a 50% reduction of inorganic nutrients showed the highest percentage of cell wall residues
(47.95%). These results demonstrate the importance to study the effect of sucrose and inorganic nutrient
concentrations to obtain plants with a higher cell differentiation and ready to achieve in vitro root formation.

Keywords: growth regulators, inorganic nutrients, osmotic potential, pine, sucrose

INTRODUCCION constituyen sustratos para la respiracion,

juegan un importante papel en la via de
En las plantas, los carbohidratos tienen sintesis de muchos compuestos, son
varias funciones esenciales. Ellos elementos basicos de las macromoléculas
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y controlan ademas, otros muchos procesos
relacionados con el desarrollo de las plantas
(Gibson, 2000; Smeekens, 2000).

La sacarosa probablemente ha sido la fuente
de carbohidratos mas utilizada en el cultivo
in vitro de tejidos vegetales y numerosos
estudios la han sefialado como la fuente de
carbono 6ptima (Alkhateeb, 2001). No
obstante, no se debe olvidar que existen
enzimas invertasas que son liberadas al
medio de cultivo por las plantas cultivadas in
vitro y que actuan en la hidrodlisis de la
sacarosa dando lugar a la glucosa y la
fructosa (Thorpe et al., 2008), con lo cual, es
importante tener en cuenta que las plantas
in vitro dispondran para su desarrollo no sélo
de la sacarosa, sino también de sus dos
monosacaridos constituyentes.

La capacidad de las plantas para metabolizar
los diferentes tipos de carbohidratos es
diferente (Alkhateeb, 2008). Se ha descrito por
algunos investigadores, que la respuesta in
vitro de los cultivos a diferentes tipos y
concentraciones de carbohidratos parece ser,
en cierta medida, genotipo dependiente
(Cuenca y Vieitez, 2000) y se han realizado
estudios para definir estas posibles
dependencias.

Se conoce que los azucares intervienen en
diferentes procesos morfogenéticos; una de las
funciones mas interesante se ha descrito en el
desarrollo de las semillas (Calamar y de Klerk,
2002). Otros estudios han demostrado que la
glucosa se ha asociado con la division celular
y la sacarosa con la acumulaciéon de
sustancias de reservas (Weber et al., 1998) y
la induccién de la floracién (Hong et al., 2006).

Se conoce que las altas concentraciones de
sacarosa (>6.0%) en el medio de cultivo han
sido capaces de reducir la capacidad
fotosintética de las plantas (Arigita et al., 2002).
También se ha descrito que estas que pueden
reprimir la expresion de genes y reducir el
contenido de clorofila, afectar el Ciclo de Calvin,
asi como reducir la actividad y concentracién
de Rubisco, lo que conlleva a bajas tasas
fotosintéticas (Premkumar et al., 2002; Sinha
etal., 2002).

Diferentes estudios han demostrado que
existen efectos opuestos al afadir sacarosa
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al medio de cultivo ya que en algunos casos
hay una respuesta favorable y en otros se
produce una inhibicion del crecimiento (Van
etal., 2001). Apesar de que se ha examinado
el efecto regulador de los azucares, en
particular, el papel de la sacarosa en el
desarrollo de la latencia, en la formacién de
6rganos de almacenamiento y la maduracién
de embriones somaticos, su papel como
molécula reguladora aun no ha sido
totalmente dilucidado (Calamar y de Klerk,
2002).

En relacion con la accion de la sacarosa en
la formacién de érganos adventicios se han
realizado pocos estudios (Calamar y de Klerk,
2002). Segun Warren et al. (1994) la
sacarosa incremento la regeneracion de
tejido vascular en Lactuca sativa (Lechuga),
mientras que, en Malus domestica
(Manzano), Pawlicki y Welander, (1995)
demostraron que el tipo de azucar influyé en
la formacion de raices.

El género Pinus ha sido clasificado como
recalcitrante en relacion con la formacion de
raices in vitro al regenerar plantas por
organogénesis. Muchos trabajos realizados
con el objetivo de formar raices in vitro en
pino, han descrito el empleo de diversos
tratamientos con reguladores del
crecimiento, variando la concentracién de
nutrientes inorganicos, evaluando la influencia
del estado fisico del medio de cultivo e incluso
la concentracién de carbon activado en el
medio de cultivo (Thorpe, 2004). Sin
embargo, ningun trabajo se refiere a la
influencia de |la sacarosa, a las
caracteristicas que deben tener las plantas
de pino obtenidas in vitro por organogénesis
y a cémo mejorarlas en funcién de lograr una
mejor respuesta de las plantas en la fase de
enraizamiento y aclimatizacion.

En muchos cultivos propagados por
organogénesis, regularmente las plantas
obtenidas en la fase de multiplicacion se
subcultivan a la fase de enraizamiento y el
proceso termina de forma satisfactoria con
el enraizamiento de las plantas. Sin embargo,
en muchas especies coniferas no ocurre asi,
y ha sido necesario aplicar diversas
estrategias para obtener resultados positivos
en este sentido (van Staden et al., 2008).
Varios resultados preliminares (datos no
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mostrados), demostraron que en el caso de
Pinus caribaea Morelet var. caribaea Barret y
Golfari, no se tuvo éxito, al subcultivar las
plantas directamente de la fase de
multiplicacion a la fase de enraizamiento.

Por todos los argumentos expresados
anteriormente, el presente trabajo tuvo como
objetivo evaluar la influencia del empleo de
la sacarosa en la multiplicacion in vitro de
Pinus caribaea var. caribaea sobre las
caracteristicas morfolégicas de plantas.

MATERIALES Y METODOS

Como material vegetal se emplearon plantas
in vitro de Pinus caribaea var. caribaea con
35 dias de cultivo en fase de multiplicacion
(Figura 1).

El medio de cultivo estuvo compuesto por los
nutrientes inorganicos propuestos por Coke
(1996) (conocidos comercialmente como
Westvaco (WV5) (Duchefa) que incluyen 1.0
g I'" de mio-inositol y 0.4 mg I'' de tiamina. A
esta formulacion WV5 se le adicionaron,
ademas, 0.6 mg I de tiamina para completar
a 1.0 mg I'' la concentracién de este
compuesto, 1.5 mg I'' de 6-BAP, 1.0 g I' de
L-glutamina, 3.0 g I'' de carbén activado, 30
g I'" de sacarosa y 3.5 g I'" de Gelrite con un
pH ajustado a 5.8.

_.;, 1”'
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Se dosificaron 30 ml de medio de cultivo por
frasco y se esterilizaron durante 20 minutos
en autoclave a 1.2 kg cm2de presiény 121°C.
Los experimentos fueron repetidos tres veces
en el tiempo, se colocaron tres plantas por
frasco de cultivo y la temperatura de la camara
de crecimiento fue de 28 + 2.0°C, con una
densidad de flujo de fotones fotosintéticos que
oscilé entre 38-47.5 ymol m2s.

El procesamiento estadistico se realizo
mediante el Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) para Windows version
18.0. En cada experimento se especificé el
tipo de analisis y las pruebas aplicadas.

Fase de multiplicacion
Efecto de la sacarosa

Este experimento tuvo como objetivo,
determinar en el subcultivo previo a la fase
de enraizamiento, la influencia de diferentes
concentraciones de sacarosa (30, 40, 50 y
60 g I'") en las caracteristicas morfoldgicas
de las plantas obtenidas en un medio de
cultivo similar al descrito anteriormente pero
sin la adicion de 6-BAP.

En cada tratamiento se colocaron inicialmente

60 plantas, a razén de tres por frasco, para un
total de 20 frascos por tratamiento.

o -

Figura 1. Plantas in vitro de P. caribaea var. caribaea a los 35 dias de cultivo en fase de multiplicacion.
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Las evaluaciones se realizaron a los 35 dias
de cultivo y se determind, en cada tratamiento,
el numero de plantas que por su longitud (cm),
grosor del tallo (cm) y desarrollo de las aciculas
podian ser subcultivadas a la fase de
enraizamiento, el nUmero de nuevos brotes que
por no cumplir con las caracteristicas antes
mencionadas no debian ser transferidos a la
fase de enraizamiento y se determiné la masa
seca (%) a 30 plantas que se colocaron en una
estufa a 70 °C hasta que se mantuviera el peso
constante (12 horas).

Para el procesamiento estadistico de los
resultados, por no existir normalidad de los datos
se empled la prueba de Kruskal Wallis. La
comparacion entre parejas de grupo, se realizé
con la prueba de Student Newman Keuls (SNK).

Fase de enraizamiento

Con el objetivo de determinar en la fase de
enraizamiento la respuesta in vitro de las
plantas multiplicadas en medios de cultivo con
diferentes concentraciones de sacarosa, se
utilizaron plantas obtenidas con 30 g I (Control)
y 60 g I'" de sacarosa. Antes de realizar el
subcultivo a la fase de enraizamiento se midié
la longitud de las plantas y se determiné la masa
seca a 30 plantas con igual procedimiento que
el descrito anteriormente.

Para analizar los datos de los porcentajes de
masa seca se realizé un analisis de varianza
simple, por cumplirse con los supuestos de
normalidad y homogeneidad de los datos.

Efecto de diferentes concentraciones de AIB

El medio de cultivo de enraizamiento estuvo
compuesto por los nutrientes inorganicos WV5,
se adicionaron 0.6 mg I'' de tiamina para
completar a 1.0 mg I la concentracion de este
compuesto, 1.0 g I' de L-glutamina, 3.0 g " de
carbén activado, 30 g I'' de sacarosay 3.5 g I
de Gelrite con pH ajustado a 5.8.

Los diferentes tratamientos se conformaron al
combinar 0.0, 1.0, 2.0, 3.0 mg I de AIB con las
plantas obtenidas con 30 y 60 g I de sacarosa.

Alos 30 dias de cultivo, se determind, para cada
tratamiento, el nUmero de plantas con raices y
el numero de raices por planta. Ademas, se
midio la longitud de las raices (cm) y la longitud
de las plantas (cm).

Biotecnologia Vegetal Vol. 10, No. 1, 2010

En el caso de la longitud de las plantas, por
existir normalidad, pero no homogeneidad de
los datos, se aplicé la prueba de comparacién
de medias C de Dunnett para el anélisis de los
resultados.

Efecto de la concentracidon de nutrientes
inorganicos

Este experimento tuvo como objetivo determinar
la influencia de dos concentraciones de nutrientes
inorganicos (50 y 100% de WV5) en la respuesta
in vitro de las plantas en la fase de enraizamiento.
Al igual que en el experimento anterior, como
material vegetal se emplearon plantas obtenidas
con dos concentraciones de sacarosa (30y 60 g
I') en el subcultivo previo. El medio de cultivo
basicamente fue similar al descrito para el
experimento anterior, pero con 2.0 mg I de AIB.
En el caso del tratamiento con 50% de WV5, fue
necesario adicionar 500 mg I' de mio-inositol y
0.8 mg I'' de tiamina para completara 1.0 g 'y
1.0 mg I'' respectivamente la concentracion de
ambos compuestos. De esta forma, ambos
tratamientos, solo presentaron diferencias en la
concentracion de los nutrientes inorganicos.

A los 30 dias de cultivo se determind, en cada
tratamiento, el numero de plantas con raices y
el numero de raices por planta. Ademas, se
midié la longitud de las raices (cm).

Para comprobar la presencia de lignina se
empled la técnica descrita por Southerton y
Deverall (1990) que permite visualizar las
deposiciones de este compuesto en las
paredes celulares. Ante la presencia de lignina
se observaron areas de color rojo/rosado segun
fue descrito por Gahan (1984). Las
observaciones fueron fotografiadas
inmediatamente. Ademas, se cuantificd su
contenido en las bases de segmentos de tallos
(1.0 cm de longitud) de plantas seleccionadas
al azar por el protocolo referido por Kirk y Obst
(1988). El contenido de lignina se expreso
como porcentaje de residuos de la pared celular
respecto al a la masa seca inicial (200 mg).

Por no cumplirse los supuestos de normalidad
y homogeneidad de los datos, estos se
procesaron directamente al aplicar la prueba
de Mann Whitney, después de haber generado
hasta 10 000 muestras con distribucién similar
a la real mediante técnicas de Monte Carlo, para
estimar de esta forma la significacién con el
99.0% de confianza.
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RESULTADOS

Fase de multiplicacién

Efecto de la sacarosa

Se comprobd que la sacarosa influyd en las
caracteristicas morfolégicas de las plantas
obtenidas. Con 50 y 60 g I' de sacarosa, se
obtuvo la menor formacion de brotes nuevos, los
mayores porcentajes de plantas para enraizar
(Tabla 1) y los mayores porcentajes de masa seca
por planta (Figura 2).

Con 30 g I' de sacarosa las plantas presentaron
mayor formacion de nuevos brotes (Figura 3A),
respuesta tipica de las plantas obtenidas en la
fase de multiplicacion. Al incrementar la
concentracién de sacarosa a 40 g I' se observo
una disminucion en la formacion de nuevos brotes
(Figura 3B) y estos alcanzaron un mayor
desarrollo en longitud. Todo ello favorecio el nimero
de plantas que por su desarrollo en longitud podian
ser subcultivadas a la fase de enraizamiento, pero
como se puede observar en la figura 3b fueron
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brotes muy similares en sus caracteristicas
morfologicas a los obtenidos con 30 g I'' de
sacarosa.

Con 50 g I de sacarosa, las plantas
presentaron un menor numero de brotes
nuevos, similar desarrollo en longitud y mayor
grosor del tallo (Figura 3C), caracteristicas
deseadas para ser subcultivadas a la fase de
enraizamiento. No obstante, fue en el medio
de cultivo con 60 g I'' de sacarosa, donde se
obtuvieron plantas con aciculas mas
desarrolladas y diferenciadas (Figura 3D), muy
similares a las aciculas que desarrollan las
plantas de esta variedad en condiciones
naturales. Estas plantas presentaron, ademas,
un color verde mas intenso y el olor
caracteristico de los aceites esenciales que se
puede percibir al macerar tejido de arboles
adultos. Esto no ocurrié con las plantas de los
restantes tratamientos y puede ser un posible
indicador de un mayor grado de diferenciacién
de los diferentes tejidos y las estructuras
vasculares de estas plantas, incluyendo los
canales resiniferos.

Tabla 1. Respuesta in vitro de plantas de P. caribaea var. caribaea a los 35 dias de cultivo con diferentes
concentraciones de sacarosa en el medio de cultivo de multiplicacion.

Sacarosa No. plantas para Medias No. plantas que no podian Medias
(9 I'1) enraizar (%) de rango ser enraizadas (%) de rango
30 4413 2125 ¢ 55.87 58.80 a
40 56.69 36.05b 43.31 44.45Db
50 68.18 48.65 a 31.82 32.60 bc
60 75.90 56.05 a 24.10 26.15¢c

Porcentajes identificados con letras distintas en una misma columna difieren significativamente para p<0.05

segln la prueba de SNK. (n=60)

25 9 19.45
17.37 a
~ 20 + 14.50 b
S 11.93 c
g 151 d
(0]
wn
g 10 | -
[
2 [
5 _
0 T T T 1
30 40 50 60

Concentraciones de sacarosa (g I'")

Barras con letras distintas difieren significativamente para p<0.05 segun la prueba de SNK. (n=30)

Figura 2. Porcentaje de masa seca de plantas de P. caribaea var. caribaea obtenidas in vitro a los 35 dias de
cultivo con diferentes concentraciones de sacarosa en fase de multiplicacion.
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Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas de las plantas de P. caribaea var. caribaea obtenidas in vitro a los 35
dias de cultivo con diferentes concentraciones de sacarosa. A)30gl*,B)40g ', C)50g I, D)60gl".
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Barras con letras distintas difieren significativamente para p<0.05 segln un analisis de varianza simple

(n=30

Figura 4. Porcentaje de masa seca obtenido en plantas de P. caribaea var. caribaea con diferentes
concentraciones de sacarosa en el subcultivo de multiplicacion previo a la fase de enraizamiento.

Fase de enraizamiento

Las plantas obtenidas con 30 y 60 g I'' de sacarosa
en el subcultivo previo al enraizamiento
presentaron caracteristicas morfolégicas
similares a las descritas para estos mismos
tratamientos en el experimento anterior.

También con 60 g I' las plantas presentaron
mayor porcentaje de masa seca (Figura 4) y
mayor desarrollo en longitud, 6.12 cm por
5.23 cm de las plantas obtenidas con 30 g I

Efecto de diferentes concentraciones de AIB

Alos 30 dias de cultivo de las plantas en la fase
de enraizamiento, no se observé la formacion
de raices. En los medios de cultivo de
enraizamiento con diferentes concentraciones

de AIB tampoco se obtuvieron diferencias
significativas en la longitud de las plantas que
habian sido multiplicadas en el medio de cultivo
con 30 g I' de sacarosa. Sin embargo, esta
variable (longitud de la planta) si presento
diferencias al combinar plantas que fueron
obtenidas con 60 g I'' de sacarosa con
diferentes concentraciones de AIB (Figura 5).

Efecto de la concentracién de nutrientes
inorganicos

No se logré la formacion de raices in vitro
cuando se emplearon diferentes
concentraciones de nutrientes inorganicos para
el cultivo de las plantas que se habian
multiplicado con 30 y 60 gl"' de sacarosa en el
subcultivo previo a la fase de enraizamiento.
Sin embargo, en la figura 6A se puede observar
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que las plantas que se obtuvieron con 60 g I
de sacarosa, a los 30 dias de cultivo en la fase
de enraizamiento, presentaron una mayor
deposicién de lignina teniendo en cuenta la
intensidad de la coloracién rojo/rosado en la
zona de los haces vasculares, segun fue
descrito por Gahan (1984).

No obstante, al realizar un analisis por
separado, se pudo observar que
independientemente del origen del material
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vegetal (concentracion de sacarosa en el
subcultivo previo), la concentracion de
nutrientes inorganicos en el medio de cultivo
de enraizamiento también influy6 en la
acumulacién de lignina en las paredes
celulares de los tallos de las plantas de P.
caribaea var. caribaea (Figura 7). En el
tratamiento con 50% de nutrientes
inorganicos WV5, se obtuvo el mayor
porcentaje de acumulacion de residuos en las
paredes celulares.

10 -
6,79 7':9
6.04 6,21 a

S ,b b
s
Sg 5-
==
3

O T T T 1

0 1 2 3

Concentraciones de AIB (mg I"")

Barras con letras distintas difieren significativamente para p<0.05 segun la prueba C de Dunnett.

Figura 5. Longitud promedio de plantas de P. caribaea var. caribaea a los 30 dias de cultivo en la fase de

enraizamiento con diferentes concentraciones de AIB.

g

WV5al 50%  WV5 al 100%

Secciones de los tallos (a 1.0 cm de la base)

WVS5 al 50%

Leyenda:

A) Secciones de tallos de
plantas obtenidas con 60 g r
de sacarosa en el subcultivo
previo a la fase de
enraizamiento.

B) Secciones de tallos de
plantas obtenidas con 30 g r
de sacarosa en el subcultivo
previo a la fase de
enraizamiento.

WV5 al 100%

Figura 6. Cortes transversales de tallos de plantas in vitro de P. caribaea var. caribaea después de 30 dias
de cultivo en la fase de enraizamiento en medios de cultivo con diferentes concentraciones de nutrientes
inorganicos. El tejido tefiido de rojo/rosado indica la presencia de deposiciones de lignina en las paredes

celulares.
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Figura 7. Porcentaje de residuos de la pared celular en plantas in vitro de P. caribaea var. caribaea obtenidas
con diferentes concentraciones de nutrientes inorganicos. A) Plantas obtenidas en el subcultivo previo con 60
g I'' de sacarosa. B) Plantas obtenidas en el subcultivo previo con 30 g I'' de sacarosa.

DISCUSION

Varios han sido los estudios encaminados a
comprender mejor la respuesta de diferentes
especies coniferas para formar raices in vitro.
Se conoce que los carbohidratos juegan un
papel importante en el cultivo in vitro como
fuentes de energia y carbono, asi como agentes
osmaticos, pero también, estan vinculados con
la diferenciacién de los elementos del xilema y
floema (Thorpe et al., 2008).

Segun Fuentes et al. (2005), la concentracion
de sacarosa influyo en la calidad funcional de
las plantas de Cocos nucifera (Cocotero)
cuando estas fueron transferidas a condiciones
ex vitro para su aclimatizacion. Pues, las
plantas obtenidas en ausencia de sacarosa no
tenian formado su esqueleto de carbono, ni
habian acumulado sustancia de reserva en sus
hojas, y aunque tenian hojas y raices

desarrolladas, el contenido de carotenoides era
bajo y eso contribuy6 a su alta susceptibilidad
cuando fueron transferidas a condiciones ex
vitro con alta intensidad luminosa.

Mientras que, con altas concentraciones de
sacarosa (90 g I'') obtuvieron un efecto
negativo en la actividad fotosintética de las
plantas, pues observaron que esta
concentracién de sacarosa promovié la
formacion de raices, asi como la supervivencia
y crecimiento de las plantas en condiciones ex
vitro. Resulté significativo que cuando
emplearon una concentracién intermedia
(45 g I'"), las plantas presentaron similares
contenidos de clorofila y carotenoides que los
retofios de arboles cultivados en campo.

Ha sido descrito que al aumentar la
concentracion de sacarosa en el medio de
cultivo se incrementa el porcentaje de masa
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seca en las plantas (Kubota et al., 2002; Shim
et al., 2003). En el caso de Pinus caribaea var.
caribaea, la masa seca también se incrementé
a medida que se aumento la concentracion de
sacarosa en el medio de cultivo. Lo anterior se
debid, a que al aumentar el contenido de
sacarosa, el potencial osmaético del medio de
cultivo disminuye (Cardenas y Villegas, 2002), se
limita la absorcién de agua, pero se favorece el
ingreso de sacarosa y con ello el incremento de
la masa seca que esta asociado al desarrollo de
los tejidos vasculares de las plantas, en particular
con el proceso de lignificacion.

En muchos sistemas de cultivo de tejidos, la
formacion de lignina, se ha estimulado por un
cambio en los reguladores del crecimiento
(Pauwels et al. 2008), por elicitores fungicos
(Lange et al. 1995), por estrés hidrico (Tsutsumi
y Sakai 1993) y también, por el empleo de
diferentes concentraciones de sacarosa en el
medio de cultivo (Nose et al. 1995).

En el presente trabajo se comprobo que con la
mayor concentraciéon de sacarosa (60 g I'') se
favorecio la mayor acumulacion de lignina en
las paredes celulares de los tallos de las
plantas.

Segun Thorpe et al. (2008) con el empleo de
elevadas concentraciones de sacarosa
(>6.0%) en el medio de cultivo se acumularon
grandes cantidades de lignina. La presencia de
mayor o menor contenido de lignina en plantas
cultivadas in vitro ha sido un indicador del grado
de diferenciacion de los tejidos vasculares y
madurez de las plantas (Yamamoto, 1998).

La adicion al medio de cultivo de auxinas, por
lo general, en forma de AIB 0 ANA, ha sido una
practica general para inducir la formacion de
raices in vitro en coniferas (Niemi et al., 2002).
Sin embargo, se conoce que el éxito final de
esta fase del proceso de propagacion in vitro,
no solo depende de la adiciéon al medio de
cultivo de determinadas concentraciones de
auxinas.

Por ejemplo, es importante tener en cuenta el
efecto que pueden ejercer las altas
concentraciones de citoquininas (0.5-10 mg ")
empleadas durante la fase de multiplicacion,
pues pueden inhibir o retrazar la formacién de
raices y también limitar los efectos
estimuladores de las auxinas en esta fase del
proceso (Ben-Jaacov et al., 1991).
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En ocasiones, ha sido necesario realizar mas
de un subcultivo en medio de cultivo libre de
citoquininas, hasta que las concentraciones
endodgenas de este regulador del crecimiento
se han reducido lo suficiente en el tejido de la
planta (van Staden et al., 2008).

CONCLUSIONES

Se comprobd que la sacarosa influy6 en las
caracteristicas morfolégicas de las plantas
obtenidas. Las plantas obtenidas con 60 g I
de sacarosa presentaron un mayor desarrollo
en longitud y porcentaje de masa seca,
caracteristicas importantes sobre todo para la
supervivencia de las plantas en la fase de
aclimatizacion. Estas plantas presentaron
ademas, aciculas mas desarrolladas y
diferenciadas, con un color verde mas intenso
y el olor caracteristico de los aceites esenciales
que se puede percibir al macerar tejido de
arboles adultos, estas caracteristicas podrian
ser un indicador de un mayor grado de
diferenciaciéon de los diferentes tejidos y las
estructuras vasculares de estas plantas. Se
demostré que al reducir la concentracion de
nutrientes inorganicos en el medio de cultivo
de enraizamiento, se favorecié la acumulacion
de lignina.
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