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RESUMEN

El guarango o tara [Caesalpinia spinosa (Mol.) O. Kuntz] es un arbol originario de los Andes, con gran
importancia econémica para los programas de reforestacion. El objetivo de este trabajo fue propagar in vitro
esta especie a partir de yemas axilares obtenidas de arboles plus seleccionados por sus caracteristicas
morfo-agrondmicas superiores. En el establecimiento in vitro, se estudio el efecto del hipoclorito de sodio
(3.0%) con diferentes tiempos de desinfeccion (5, 10, 15 min), asi como el efecto del 6-BAP en la respuesta in
vitro de las yemas. Para la multiplicacion se combinaron diferentes concentraciones de 6-BAP con 0.1 mg |2 de
ANA. Los brotes fueron enraizados en un medio de cultivo de similar composicién al de la fase de multiplicacién
pero sin reguladores del crecimiento. El tratamiento con 3.0% de hipoclorito de sodio por 10 minutos y un
medio de cultivo con 0.25 mg I de 6-BAP fue el mejor para el establecimiento in vitro, con el cual se
alcanzaron un 90% de brotes establecidos in vitro, con una longitud de 6.71 cm. La mayor tasa de multiplicacion
de brotes (2.88 por explante) se obtuvo con 1.0 mg It de 6-BAPy 0.1 mg I de ANA después de 60 dias de
cultivo. EI 55% de estos brotes enraizaron en un medio de cultivo con la mitad de las sales MS, sin reguladores
del crecimiento.
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In vitro propagation of Caesalpinia spinosa (Mol.) O. Kuntz from
axillary buds of selected trees

ABSTRACT

Guarango or tara [Caesalpinia spinosa (Mol.) O. Kuntz] is a tree native to the Andes, with great economic
importance and for reforestation programs. The aim of this work was to in vitro propagate this specie from
axillary buds of selected trees. During in vitro establishment, the effect of sodium hypochlorite (3.0%) with
different times of disinfection (5.0, 10, 15 min), as well as the effect of 6-BAP on the in vitro response of buds
were studied. For multiplication, different combination of 6-BAP with 0.1 mg I'* ANAwere tested. A free-growth
regulator culture medium was used for rooting. The best results for in vitro establishment were achieved with
a disinfection treatment with sodium hypochlorite 3.0% for 10 minutes and cultivation in a culture medium
with 0.25 mg I* 6-BAP, which 90% of buds in vitro established, with a length of 6.71 cm. The highest multiplication
rate of shoot (2.88 per explant) was obtained with 1.0 mg I* 6-BAP and 0.1 mg I ANA, after 60 days of
culture. The 55% of these shoots developed roots in a half-strength basal salts MS culture medium free of
regulators of growth.

Keywords: biodiversity, conservation, forest plant, guarango, tissue culture

INTRODUCCION

Caesalpinia spinosa (Mol.) O. Kuntz
(Guarango) es un arbol originario de los
Andes, produce frutos que después del
secado, contienen por lo menos dos
subproductos con demanda en el mercado

internacional, los taninos y las gomas (Rojas
etal., 2007). La vaina separada de la semilla
se muele y es un importante rubro exportable
como materia prima para la obtencion de
acidos tanico y galico muy usados en las
industrias peleteras, farmacéutica, quimica
y de pinturas, entre otras. Ademés, de las
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semillas se obtiene una goma de uso
alimenticio mediante un proceso térmico-
mecanico. Perl es el primer exportador
mundial de harina de guarango, pero solo
cubre aproximadamente el 20% de la
demanda mundial, por lo que existe una
demanda insatisfecha de alrededor del 80%
(Narvaez et al., 2009).

En Ecuador el guarango se encuentra
especialmente en los valles bajos de la
sierra, en provincias como: Imbabura,
Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua,
Chimborazo, Cafar, Azuay y Loja. Por ello
se podria afirmar que el pais cuenta con una
diversidad de regiones donde el guarango
podria tener un buen potencial productivo. El
Consorcio Nacional de Productores de
Guarango (CONAPROG), se ha fijjado como
meta sembrar al menos 5 000 hectareas de
esta especie con el fin de agrupar a los
productores para acopiar, procesar y exportar
los subproductos antes mencionados
(Narvaez et al., 2009).

Para cumplir con la demanda internacional
los productores prefieren poblaciones o
individuos con una alta concentracion en
taninos. A partir de investigaciones realizadas
en el 2009, en la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo (ESPOCH) se
identificaron arboles plus seleccionados por
sus buenas caracteristicas morfo-
agronémicas con rendimientos superiores a
40 kg de vainas por &rbol y elevada
produccion de taninos. Estas poblaciones
silvestres, han sido el resultado tanto de
procesos de autofecundacién como de
fecundacién cruzada no controlada por el
hombre, por lo que se desconoce la
procedencia de estos é&rboles con
caracteristicas superiores, lo que dificulta la
produccién de un individuo estable
genéticamente. Por ello la propagacion
agamica seria la Unica via posible para
garantizar la clonacién de estos individuos.
En este sentido, la técnica de injerto ha sido
factible para lograr estos objetivos (Flores y
Chéavarry, 2005), sin embargo el cultivo de
tejidos constituye la via més promisoria. Esta
técnica permite incrementar la obtencién de
plantas para la reforestacion, la produccion
de biomasa lefiosa y la conservacién de
germoplasma de élite en un corto periodo de
tiempo (Gantait et al.,, 2016).
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En los ultimos afios, el cultivo in vitro ha sido
una herramienta efectiva para la propagacién
y la conservacion de germoplasma de
especies leguminosas arbéreas, entre las que
se encuentran: Peltophorum pterocarpum
(DC.) Backer ex K. Heyne (Uddin et al., 2005),
Psoralea corylifolia L. (Baskarana y Jayabalan,
2009), Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth
(Goyal etal., 2012), especies del género Acacia
(Gantait et al., 2016), de Pteroarpus (Chisha-
Kasumu et al., 2007; Mojeremane y Lumbile,
2016), de Prosopis (Buendia-Gonz4lez et al.,
2007; Kumar y Singh, 2009; Minchala-Patifio
et al., 2014). Existen trabajos descritos en el
género Caesalpinia, como es el caso de las
especies Caesalpinia pulcherrima L. (Rahman
et al., 1993; Jahan et al., 2014), Caesalpinia
echinata (Werner et al., 2010), Caesalpinia
bonduc (Cheruvathur et al., 2010; Santosh-
Kumar et al., 2012), y Caesalpinia pyramidalis
(Silva et al., 2014). Sin embargo, hasta el
momento no existen en la literatura
internacional informes que refieran la
propagacion in vitro de Caesalpinia spinosa.

El desarrollo de una metodologia de
propagacion de C. spinosa mediante el empleo
del cultivo in vitro, permitir4 no solo la clonacion
de plantas seleccionadas por su mayor
producciéon de frutos y concentracidon en
taninos, sino que permitira que los productores
dispongan de una mayor cantidad de material
vegetal para el establecimiento de plantaciones
con fines comerciales.

Teniendo en cuenta la problematica descrita
anteriormente se propuso como objetivo de
este trabajo propagar in vitro C. spinosa a
partir de yemas axilares obtenidas de arboles
plus seleccionados por sus caracteristicas
morfo-agronémicas superiores.

MATERIALES Y METODOS

Las investigaciones se realizaron en las
instalaciones  del Laboratorio  de
Micropropagacioén de la Facultad de Recursos
Naturales, Centro Bioforesta, localizado en la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Material vegetal y condiciones generales de
cultivo

Como material vegetal inicial se utilizaron
yemas axilares obtenidas de plantas
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donantes de C. spinosa con 16 meses de
edad, las cuales fueron mantenidas en casa
de cultivo. Estas plantas fueron revigorizadas
mediante injertos, a partir de arboles adultos
previamente seleccionados por su alta
produccion de frutos y contenido de taninos.

El medio de cultivo basal para las fases del
proceso estuvo compuesto por sales
inorganicas MS propuestas por Murashige y
Skoog (1962), reducidas en un 50%, 500 mg [
de caseina hidrolizada, 50 mg It de
Polivinilpirrolidona (PVP), 2.0 g I* de carbén
activado, 3.0% de sacarosa, 7.0gl-*de agary
pH ajustado a 5.7 previo a la esterilizacién en
autoclave a 121 kg cm2 durante 15 minutos.

Los cultivos en las diferentes fases del proceso
se ubicaron en un cuarto de crecimiento a
25+2°C. El fotoperiodo utilizado fue de ocho
horas de luz y 16 horas de oscuridad con una
intensidad luminosa de 2000 pmol m2 s,
emitida por lamparas de neén de luz blanca.

Establecimiento in vitro

Las yemas axilares con una longitud
aproximada de 3.0 cm fueron lavadas durante
10 minutos con agua y detergente liquido
comercial (5.0 ml I, v/v).Transcurrido ese
tiempo se realizaron dos enjuagues con agua
comuin. Seguidamente, las yemas se
sumergieron en una solucién de etanol al 70%
(v/v) durante 30 segundos. Se retird el etanol
mediante un enjuague con agua desionizada
estéril y se procedié a sumergir las yemas en
una solucién de hipoclorito de sodio al 3.0%
con 1.0 ml de Tween-80 durante tres tiempos
de inmersién (5.0, 10 y 15 min) para un total de
tres tratamientos. Transcurrido este tiempo se
retir6 el NaCIO mediante el lavado con agua
desionizada estéril.

Cada yema se colocé individualmente en un
tubo de ensayo que contenia 10 ml del medio
de cultivo basal con 0.25 mg I de
Benciloaminopurina (6-BAP). Se utilizaron 20
explantes por cada tratamiento y el experimento
fue repetido tres veces (n=60). Alos 30 dias de
cultivo se cuantific6 el nimero de explantes
libres de contaminantes microbianos visibles,
el numero de explantes vivos, el nimero de
explantes brotados y el nimero de explantes
fenolizados. Los datos fueron expresados en
porcentaje.
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Multiplicacién in vitro

Efecto del 6-BAP en la respuesta in vitro de
las yemas axilares

Se estudi6 el efecto del 6-BAP en la
respuesta in vitro de las yemas. Cada
explante se coloc6 por separado en un tubo
de ensayo que contenia 10 ml de medio de
cultivo de similar composicién al descrito
en el experimento anterior, pero con
diferentes concentraciones de 6-BAP
(0.25, 0.5 y 1.0 mg I'Y) y un control sin
reguladores del crecimiento. Se utilizaron
20 explantes por cada tratamiento y el
experimento fue repetido tres veces
(n=60). A los 30 dias de cultivo se
cuantificé el nUmero de explantes brotados,
el nimero de brotes por explante y se midié
la longitud (cm) de los brotes.

Efecto del 6-BAP y el ANA en la multiplicacidn
de brotes

Para la multiplicacion in vitro se determiné el
efecto de cuatro concentraciones de 6-BAP
(0.25,0.5, 1.0y 2.0 mg I'*) solo y combinado
con 0.1 mg I de Acido Naftalenacético (ANA)
y un control sin reguladores del crecimiento,
para un total de nueve tratamientos. Se
utilizaron explantes establecidos vy
multiplicados con el mejor tratamiento de los
experimentos anteriores. Los explantes
fueron individualizados y se distribuyeron a
razén de tres por frasco con 30 ml de medio
cultivo para un total de 51 explantes por
tratamiento. El experimento fue repetido tres
veces. A los 60 dias de cultivo se cuantificd
el numero de brotes por explante, el nUmero
de explantes hiperhidricos y se midi6 la
longitud (cm) de los brotes.

Enraizamiento in vitro

En este proceso se utilizaron brotes mayores
de 3.0 cm, provenientes del mejor tratamiento
de multiplicacién del experimento anterior. El
medio de cultivo utilizado tuvo igual
composicion que el medio de cultivo para la
fase de multiplicacion, pero sin reguladores
del crecimiento. Se cultivaron cinco explantes
por frasco con un total de 30 explantes en
cada repeticion (tres repeticiones). Alas seis
semanas se cuantificé el numero de plantas
con raices.
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Procesamiento estadistico

Se utilizé el paquete estadistico SPSS version
22.0, a los datos se le aplicaron pruebas de
normalidad y homogeneidad de varianzas. En
los casos en que no se cumplieron los
supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianza, los datos fueron transformados de
acuerdo con x'= (x+0.5)0.5 y se analizaron
estadisticamente mediante un ANOVA de
clasificacion simple. Para determinar el grado
de significacion entre las medias se empleé la
prueba de Tukey para p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Establecimiento in vitro

El establecimiento de un banco de plantas
donadoras en casa de cultivo mediante
injerto del material vegetal adulto (Figura 1A),
permiti6 disponer de yemas axilares que
sirvieron de explantes para el cultivo in vitro
(Figura 1B).

El mejor tratamiento para la desinfeccién
de los explantes se logré al combinar 3.0%
de hipoclorito de sodio durante 10 minutos, con
un 90% de explantes libres de contaminantes
microbianos visibles (Figura 2). Mientras que,
el mayor porcentaje de explantes brotados
(96.7%) se obtuvo en el medio de cultivo con
0.25 mg It de 6-BAP. Un tiempo de
desinfeccion superior a 10 minutos, no
increment6 significativamente el numero de
explantes libres de contaminantes, ni el nimero
de explantes brotados. Es valido destacar que
aunque el incremento del tiempo de
desinfeccion favorecio la oxidacion fendlica, el
porcentaje fue solo de un 5.0% en el tratamiento
con 10 minutos (Figura 1C).

El hipoclorito de sodio fue efectivo para la
desinfeccién de los brotes durante el
establecimiento in vitro de C. spinosa. En
esta fase del cultivo in vitro se pueden utilizar
diferentes compuestos para la desinfeccién
del material vegetal, siendo las soluciones de
hipoclorito de sodio y el alcohol a diferentes
porcentajes, de los productos mas comunes
(Azofeifa, 2009).

Los resultados sobre el uso efectivo del
hipoclorito de sodio en la desinfeccion de los
brotes de C. spinosa, estan en
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correspondencia con los obtenidos para otras
especies caesalpindceas. En el caso de C.
bonduc el uso de una solucién al 2.0% de
hipoclorito de sodio durante 20 min fue
efectiva para desinfectar el 90% de las
semillas (Cheruvathur et al., 2010). El
tratamiento de las semillas de C. pyramidalis
con una solucién de hipoclorito de sodio al
2.5% durante 15 minutos fue efectiva para el
establecimiento in vitro (Silva et al., 2014).

La oxidacion fenélica constituye una
problematica que se presenta en la
propagacién in vitro principalmente en las
especies lefiosas (Teixeira, 2001) y se ha
descrito como un serio problema para el
establecimiento in vitro de otras
caesalpiniceas, como C. echinata (Werner
et al., 2009) y C. bonduc (Cheruvathur et al.,
2010; Santosh- Kumar et al., 2012). Sin
embargo, en este estudio, se logré establecer
in vitro los explantes de C. spinosa con una
frecuencia de incidencia de la oxidacion
fendlica de solo el 5.0% de los explantes.
Estos resultados son satisfactorios, teniendo
en cuenta que C. spinosa es una especie
lefiosa cuya principal caracteristica en
condiciones naturales es la produccién de
taninos. La inclusion de compuestos
antioxidantes como cisteina, polivinilpirrolidona
y carbon activado en el medio de cultivo, asi
como el uso del &cido citrico en la solucion de
enjuague, fueron estrategias utilizadas que
probablemente ayudaron a contrarrestar la
oxidacion fendlica.

Multiplicacién in vitro

Efecto del 6-BAP en la respuesta in vitro de las
yemas axilares

La concentracién de 6-BAP no influyé
significativamente en el nimero de explantes
brotados con respecto al tratamiento control.
Sin embargo, la adicién de 0.25 y 0.50 mg I*?
de 6-BAP favorecieron significativamente el
namero de brotes que se obtuvieron de un
explante inicial (Tabla 1). Se seleccioné como
mejor tratamiento para esta fase del proceso
la concentracién més baja de 6-BAP (0.25
mg I1), con la cual se obtuvo un 96.6% de
brotacion y en 30 dias de cultivo se logr6 un
explante establecido, vigoroso, con un
promedio de 2.07 yemas brotadas con 6.71
cm de longitud (Figura 1C).
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Figura 1. Propagacion in vitro de C. spinosa. (A) Banco de plantas donantes
establecido en casa de cultivo de 16 meses de edad, obtenidas mediante injerto.
(B) Ramas obtenidas a partir de las plantas donantes, utilizadas para la extraccion
de yemas axilares para el cultivo in vitro. (C) Explante establecido in vitro en un
medio de cultivo MS con las sales inorgénicas reducidas al 50%, con 0.25 mg I*
de 6-BAP, a los 30 dias de cultivo. (D) Recipiente de cultivo con brotes en fase de
multiplicacién. (E) Brote obtenido en medio de cultivo de multiplicacion con 1.0 mg |
de 6-BAP + 0.1 mgl* de ANA, alos 60 dias de cultivo. (F) Recipiente de cultivo con
brotes en fase de enraizamiento. (G) Brote enraizado en medio de cultivo MS con
las sales inorganicas reducidas al 50%, sin reguladores del crecimiento.

Los resultados estdn en correspondencia con
los descritos por diferentes autores durante la
propagacion in vitro de otras especies arbdreas
como Tectona grandis L., Pithecellobium dulce
(Roxb.) y Acacia mangium Willd. Los autores
refieren que con el empleo de un medio de
cultivo compuesto por las sales MSy 1.0 mg I*
de 6-BAP obtienen un porcentaje de explantes
brotados y establecidos in vitro de un 90% en
Tectona (Jiménez-Tello, 2008), un 80% en
Pithecellobium (Goyal et al., 2012) y un 90%
en acacia (Monteuuis et al., 2013).

Efecto del 6-BAP y el ANA en la multiplicacion
de brotes

Los mejores resultados con respecto al
efecto del 6-BAP y el ANA en la multiplicacion
de los brotes se alcanzaron en los
tratamientos con 1.0 mg It de 6-BAP + 0.1
mg It de ANAy 2.0 mg I* de 6-BAP solo o
combinado con 0.1 mg I'* de ANA (Tabla 2).
Sin embargo, en el tratamiento con 1.0 mg I*
de 6-BAP + 0.1 mg I"* de ANA, los brotes
alcanzaron mayor longitud, por lo que se
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Figura 2. Efecto de diferentes tiempos de desinfeccion en una solucién de hipoclorito
de sodio al 3.0%, en el establecimiento in vitro de yemas axilares de C. spinosa.
Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas entre las medias
(ANOVA simple, Tukey p<0.05). Para el tratamiento estadistico los datos expresados
en porciento estos fueron transformados de acuerdo con x'= (x+0.5)0.5. Los datos
que se presentan en el grafico son no transformados, (n=60).

Tabla 1. Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP en la respuesta in vitro de
yemas axilares de C. spinosa después de 30 dias de cultivo.

6-BAP (mg I) Brotacidn (%) No. de brotes/exp Longitud (cm)
0.00 96.66 a 1.40 bc 7.73a
0.25 96.66 a 2.07a 6.71 ab
0.50 93.33a 1.63 ab 5.06 b
1.00 86.66 a 1.03c 6.88 ab
+EE +4.40 +0.36 +0.88

Medias con letras distintas en una misma columna difieren significativamente
(ANOVA simple, Tukey p<0.05). Para el tratamiento estadistico los datos expresados
en porcentaje fueron transformados de acuerdo con x'= (x+0.5)0.5. Los datos que
se presentan en la tabla son no transformados (n=60)

seleccioné este como el mejor tratamiento para
la multiplicacion in vitro de C. spinosa (Figura
1D, Figura 1E). No se observé la presencia de
brotes hiperhidricos en los tratamientos
estudiados.

En correspondencia con los resultados de
este trabajo diferentes autores refieren el
efecto positivo del 6-BAP y el ANA para la
multiplicacién in vitro de otras especies
leguminosas arbéreas. Tal es el caso de
Rahman et al. (1993), los cuales durante el
establecimiento in vitro de segmentos
nodales de C. pulcherrima, informaron de un
coeficiente de multiplicaciéon de 5.8 nuevos
brotes/explante con un medio de cultivo MS

combinado con 1.0 mg I de 6-BAP + 1.0 mg I
de ANA. Los resultados para C. spinosa
coinciden con los descritos en Prosopis alba
Griseb, en esta especie la combinacioén de 1.0
mg It de 6-BAP + 0.1 mg I'* de ANA favorecio la
elongacion de los brotes y mejoré la
multiplicacién (Castillo de Meier y Bovo, 2000).
Asimismo, Cheruvathur et al. (2010) sefialaron
que para la multiplicacién de C. bonduc, el uso
de 4.0 mg I* de 6-BAP combinado con 1.0 mg I
de ANAfue efectivo y permitié obtener 5.6 brotes/
explante. Mientras, en Acacia mangium y A.
mangium x A. auriculiformis, fue posible obtener
entre tres y cinco nuevos brotes por explante con
la adicion de 0.5 mg I'* de 6-BAP combinado con
0.02 mg It de ANA (Monteuuis et al., 2013).
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Tabla 2. Efecto del 6-BAPy el ANA en la multiplicacion de brotes de C. spinosa,

después de 60 dias de cultivo.

6-BAP (mg %) ANA (mg I) No. brotes/ Longitud de brotes

explante (cm)

0 0 1.03e 3.19b
0.25 0 1.25e 3.13b
0.50 0 2.32c 2.57¢c
0.50 0 2.32c 2.57c
1.00 0 2.68b 1.81d
1.00 0 2.68b 1.81d
2.00 0 2.77ab 1.56d
0.25 0.10 1.57d 3.93a
0.50 0.10 2.07c 3.96a
1.00 0.10 2.88ab 3.89a
2.00 0.10 2.99a 3.25b
+EE +0.40 +0.66

Medias con letras distintas en una misma columna difieren significativamente
(ANOVA simple, Tukey (p<0.05). Para el andlisis estadistico los datos

expresados en porcentaje fueron transformados de acuerdo con x'= (x+0.5)0.5

Fase de enraizamiento in vitro

El 55% de los brotes mayores de 3.0 cm
desarrollaron raices in vitro en el medio de
cultivo compuesto por el 50% de las sales MS,
sin reguladores del crecimiento. Aunque la
mayoria de las especies lefiosas emiten raices
en un medio de cultivo libre de reguladores del
crecimiento, el porcentaje que se obtiene es
bajo. Muchos autores coinciden que en las
especies lefiosas la reduccién de las sales
favorece el enraizamiento, pero es necesaria
la adici6bn de una auxina para favorecer el
enraizamiento en estas especies. Por ejemplo,
en especies del género Prosopis, como es el
caso de P. alba se observé enraizamiento en
brotes de plantulas obtenidas de semillas
germinadas in vitro y de plantas silvestres de
cinco y veinte afios de edad, en medio de cultivo
MS con0.5mgltdeAIBo 0.1 mgl-tde ANA,y
puentes de papel de filtro (Castillo de Meier y
Bovo, 2000). En P. laevigata se alcanz6 hasta
44% de enraizamiento en medio de cultivo MS
con las sales reducidas al 50%, con 3.0 mg I*
de ANAyvermiculita (Buendia-Gonzéalez etal.,
2007). Asi mismo, en brotes inducidos en
segmentos nodales de P. cineraria el
enraizamiento fue mejor en el medio de cultivo
MS con las sales reducidas al 50%, con 3.0 y
5.0 mg I'* de AIB (Kumar y Singh, 2009).

Resultados similares se obtienen durante el
enraizamiento de Pithecellobium dulce (Roxb.)
y C. pulcherrima, el empleo de un medio de
cultivo compuesto por el 50% de las sales MS
+0.5mgltdeAlB +2.0 gl*de carbén activado
permitié obtener un 80% de plantas enraizadas
in vitro de P. dulce (Goyal et al., 2012). Mientras,
en C. pulcherrima se obtuvo igual porcentaje
de plantas enraizadas in vitro con un medio de
cultivo que contenia el 50% de las sales MS y
0.5 mg It de acido indol butirico (AIB) (Jahan et
al., 2014). Teniendo en cuenta los resultados
informados por otros autores en diferentes
especies arboreas, los resultados de este
trabajo conducen a la necesidad de estudiar la
adicion de sustancias que mejoren el
enraizamiento in vitro de las plantas de C.
spinosa, por lo que en lo adelante sera necesario
definir, concentracion y tipo de regulador del
crecimiento, principalmente auxinas.

CONCLUSIONES

Se logré propagar in vitro C. spinosa a partir de
yemas axilares obtenidas de arboles plus
seleccionados por sus caracteristicas morfo-
agrondmicas superiores. El tratamiento con
3.0% de hipoclorito de sodio por 10 minutos y
un medio de cultivo con 0.25 mg It de 6-BAP
fue el mejor para el establecimiento in vitro de los
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brotes de C. spinosa, con el cual se alcanz6 un
90% de brotes establecidos in vitro con dosyemas
brotadas y una longitud de 6.71 cm. El tratamiento
con 1.0 mg ' de 6-BAPy 0.1 mg I'* de ANAfue el
mas adecuado para la multiplicacion de los
brotes, con el cual se obtuvo una tasa de
multiplicacién 2.88 brotes por explante, después
de 60 dias de cultivo. Sin embargo, aunque el 55%
de estos brotes enraizaron en un medio de cultivo
MS con las sales reducidas al 50% sin
reguladores del crecimiento, es necesario realizar
experimentos encaminados a mejorar la
eficiencia de esta fase del proceso. Losresultados
descritos constituyen el primer informe de la
propagacion in vitro via organogénesis de esta
especie, a partir de arboles plus seleccionados
por sus caracteristicas morfo-agronémicas
superiores.
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