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ARTICULO DE INVESTIGACION

ENRAIZAMIENTO IN VITRO DE EMBRIONES CIGOTICOS DE Acrocomia

aculeata (Jacq.) Lodd ex Mart.

Rooting in vitro of zygotic embryos of Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd ex Mart.

Carlos Fiori Fernandez', Maura Isabel Diaz Lezcano? & Luis Roberto Gonzdlez Segnana’

Fiori F, C., Diaz L, M. & Gonzélez S, L. (2016) Enraizamiento in vitro de embriones cigéticos de Acrocomia acu-
leata (JACQ.) Lodd ex Mart. Colombia Forestal, 19(1), 67-78.

Recepcioén: 22 de enero de 2015

RESUMEN

Acrocomia aculeata es una especie potencial para la
industria energética; sin embargo, la latencia de sus
semillas retrasa la germinacion, afectando al rendi-
miento. El experimento se realiz6 en el Laboratorio
de Biologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de Asuncién, el objetivo fue
establecer un protocolo de embriogénesis cigética
y enraizamiento de esta especie. Se utiliz6 un dise-
fio completamente al azar, aplicandose el test Krus-
kal-Wallis y Mann-Whitney con 5% de probabilidad
de error, previa comprobacién de supuestos de dis-
tribucién. Los tratamientos fueron medios MS (Mu-
rashige y Skoog) con bencilaminopurina (BAP) en 1,
2 y 4 ppm, medios MS con 2 g/L de carbén activado
(CA) y MS simples. Se utilizaron 45 embriones cigé-
ticos cultivados inicialmente en medios MS con 2g/L
de CA, expuestos a oscuridad inicial por 20 dias;
posteriormente subcultivados en los tratamientos. La
variable medida fue la longitud radicular, evaluada
en dos periodos de 20 dias. No existi6 efectos signi-
ficativos en los tratamientos con BAP, el CA suprimi6
la oxidacién en explantes; mientras que, los mejo-
res resultados presentaron los tratamientos 1 (MS+1
ppm de BAP) y 4 (MS+CA 2g/L) con 6 y 5 cm de
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Aprobacién: 24 de agosto de 2015

longitud radicular respectivamente, luego de 40 dias
de incubacién.

Palabras clave: bencilaminopurina, cultivo oleagi-
noso, desarrollo in vitro, latencia.

ABSTRACT

Acrocomia aculeata is a potential specie for the
energy industry, however, the latency in its seeds de-
lay germination, affecting performance. The experi-
ment was performed in the Biology Laboratory of the
Faculty of Agricultural Sciences of the National Uni-
versity of Asuncién; the objective was to establish a
protocol for zygotic embryogenesis and rooting of
this species. A completely randomized design was
used, applying Kruskal-Wallis and Mann-Whitney
test with 5% error probability, subject to verifica-
tion of assumptions of distribution The treatments
consisted of MS medium (Murashige and Skoog) su-
pplemented with benzylaminopurine (BAP) of 1, 2
and 4 ppm, MS medium with 2 g/L of active carbon
(AC) and simple MS mediums. 45 zygotic embryos
were initially cultivated on MS medium supplemen-
ted with 2 g/L of AC and exposed to initial dark-
ness for 20 days, then subcultured in the mentioned
treatments. Root length was the measured variable,
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assessed in two periods of 20 days. There was no
significant effects in the treatments with BAP, the CA
suppressed explants oxidation; whereas the best re-
sults showed treatments 1 (MS + 1 ppm BAP) and 4

(MS + CA 2g/L) with 6 and 5 cm of root length res-
pectively, after 40 incubation days.

Keywords: benzylaminopurine, oily crop, in vitro
rooting, latency.

INTRODUCCION

Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd ex Mart. comun-
mente conocida en Paraguay como “mbokaja” es
una palmera que se distribuye a lo largo de Amé-
rica tropical y subtropical, nativa de la vegetacion
de Paraguay vy Brasil (Sorol et al., 2012; Chorfi,
2013), sirve de alimento para animales domésti-
cos y como sustento familiar proporciona ingresos
por la venta de frutos de los que se extraen aceite
que se emplea para la elaboracién de jabones; asi
mismo, los troncos partidos se utilizan para cons-
truccion de techos y paredes. También se comer-
cializa la almendra ya sea en forma triturada o no,
utilizindose gastronémicamente. Entre todos los
valores citados se destaca el aceite tanto de la al-
mendra (55% a 60%) como de la pulpa (4% a 5%
de la fruta), importante para la industria aceitera
(IICA, 2007; Ganduglia et al., 2009).

Paraguay presenta un importante potencial para
convertirse en productor y exportador de este tipo
de combustible, debido a sus caracteristicas como
pais agropecuario y forestal por su clima y suelo
favorable para la produccién de este rubro. Suma-
do a ello se encuentran sus condiciones locales
(clima, suelo, mano de obra, tierra disponible) que
favorecen al cultivo, del cual se obtiene buen ren-
dimiento y presenta condiciones para ser utilizado
como materia prima en la generacion de combus-
tibles de origen biolégico (Bohn, 2009).

Souto (2008) indica que del fruto pueden ex-
traerse aproximadamente 4000 litros de aceite
por hectarea, produccion mucho mayor compara-
do con otros cultivos también aceiteros como el
aguacate (Persea americana), ricino (Ricinus com-
munis), colza (Brassica napus), mani (Arrachis
hipogeae), girasol (Helianthus annuus), tung (Aleu-
rites fordii) y soja (Glicine max).

Esta especie presenta problemas para la ger-
minacion de las semillas por la lentitud, el bajo
porcentaje y, en muchos casos, la pérdida de via-
bilidad por deshidratacion. Este problema de ger-
minacion se conoce como latencia y es debida a
caracteristicas naturales presentes en la semilla
constituyendo asi un factor limitante y restrictivo
en la produccion del rubro (Schmidt, 2008).

Una solucién viable y atil mediante una técnica
que no requiera enormes inversiones y gastos mdal-
tiples es el método de propagacion in vitro. Esta
técnica consiste en aislar una porcién de la planta
y proporcionarle las condiciones fisicas y quimi-
cas necesarias para su desarrollo (CIAT, 1991).

El proceso de enraizamiento consiste en uno de
los eventos fisiolégicos mas importantes realizado
durante el cultivo in vitro, pues determinara el es-
tablecimiento en el invernadero y posteriormen-
te a campo, donde finalmente se desarrollaran las
plantas originadas en el laboratorio. El inicio del
desarrollo de la semilla que sirve primeramente
de anclaje para la futura planta y posterior medio
para la absorcién de agua y nutrientes es la emer-
gencia de la radicula cuyo proceso estd definido
por reguladores de crecimiento (por lo general las
Auxinas) que de manera endégena se encuentran
en los vegetales (Bidwell, 1993; Azcon-Bieto & Ta-
lon, 2000).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
desarrollo radicular de embriones cigéticos de A.
aculeata (mbokaja) en cultivo in vitro en diferentes
medios de cultivo y tiempos de subcultivo.

MATERIALES Y METODOS

El proceso experimental se llevé a cabo en el La-
boratorio de Biologia de la Facultad de Ciencias
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Agrarias de la Universidad Nacional de Asuncion,
situada en la ciudad de San Lorenzo, Paraguay, en-
tre los meses de junio y agosto del 2012.

Material vegetal

Se utilizaron embriones originarios de frutos ma-
duros de A. aculeata como fuente de explantes
para el cultivo in vitro, colectados entre los meses
de febrero y marzo del 2012 de una finca locali-
zada en la ciudad de San Lorenzo, Departamento
Central, donde fueron seleccionadas cinco plantas
madres que exhibieron mayor fructificacién. De
cada planta madre fueron cosechados 10 frutos,
totalizando de esa forma 50 frutos, los cuales fue-
ron mezclados para su posterior secado a tempera-
tura ambiente durante 20 dias para la eliminacién
del pericarpio.

Luego de la eliminacién del pericarpio, se pro-
cedio a la ruptura del endocarpo con la ayuda de
una prensa manual, para que de esa manera se
produzca la liberacion de las almendras (semilla)
que contienen los embriones cigéticos. Aquellas
almendras danadas o afectadas de algiin modo por
lesiones mecanicas, infecciones flngicas, sintomas
de infecciones bacterianas o ataques de insectos
fueron eliminadas por cuestiones de bioseguridad.

La esterilizacion de los materiales como placas
de Petri, mango de bisturi, pinzas de punta fina,
agua destilada y frascos fue realizada en autoclave
a una temperatura de 121°C a 1 atmésfera de pre-
sion durante 50 minutos.

Desinfestacion de las almendras

Previamente a la escision, las almendras se some-
tieron a unos tratamientos previos compuestos de
dos etapas:

1. una inmersién en una solucién constituida
por alcohol al 90%, durante 4 minutos acompa-
fada de leves agitaciones para favorecer la accién
desinfectante del alcohol en las superficies de to-
das las almendras.

2. consistié en una desinfestacién con inmer-
sion en solucion de 20% de hipoclorito de sodio
durante 20 minutos, acompanado de suaves agita-
ciones por la razén citada en la primera etapa.

Concluida la segunda etapa se efectud el tri-
ple enjuague de las almendras con agua destilada
esterilizada para eliminar los restos de soluciones
que pudieran arrastrar las almendras. Todo el pro-
ceso de desinfestacion se llevé a cabo dentro de la
camara de flujo laminar para aumentar las medi-
das de bioasepsia.

Escision de los embriones

Las almendras fueron depositadas en cajas de Petri
esterilizadas. Con ayuda de un bisturi y una pin-
za de punta fina, para la sujecion, se realizaron
dos incisiones a ambos lados de la almendra, en
la zona media, tomando como referencia el pun-
to de insercion del embridn, el cual es levemente
prominente, al momento de realizar la segunda in-
cisién se acompand con una leve torsion para fa-
cilitar la fision de la almendra y asi poder extraer
el embrién.

De manera inicial, para la germinacion, los em-
briones extraidos fueron cultivados en el primer
medio de cultivo con carbén activado (CA) a razén
de 2 g/L y sometidos a oscuridad inicial durante
20 dias para de esa manera lograr la supresion de
la oxidacion de los explantes. Posteriormente, los
mismos fueron expuestos a fotoperiodo constante
de 16 horas luz en la sala de crecimiento a 25°C.

Tratamientos

Una vez germinados, los embriones fueron sub-
cultivados y sometidos a cinco tratamientos con-
sistentes en T1: medios MS suplementados con 1
ppm de BAP, T2: MS + 2 ppm de BAP, T3: MS+4
ppm de BAP, T4: MS + 2 g/L de CA y T5: medios
MS sin concentraciones de BAP ni CA. Las mis-
mas fueron expuestas a fotoperiodo constante de
16 horas luz.
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Poblacion y tamano de muestra

Se utilizaron 50 frutos, de las mismas se extrajeron
al azar 45 embriones cigéticos para el cultivo in
vitro, cada repeticién estuvo compuesta de 3 em-
briones cultivados en frascos individuales, basados
en estudios realizados por Schmidt (2008) y Con-
zalez (2010), los mismo enfrentaron en gran medi-
da la oxidacién asi como también la presencia de
embriones indiferenciados en cuanto a sus estruc-
turas tanto aéreas como radiculares. No se puede
dejar de mencionar la contaminaciéon masiva de
embriones, y como lo sostiene Rocha (2002), la
misma ocasiona una pérdida total de los explantes
cultivados in vitro. Los frutos no utilizados fueron
tenidos en cuenta como reservas ante cualquier
tipo de imprevistos.

Variables

La variable analizada en el trabajo fue la longitud
de raices generadas por los embriones cigéticos
sembrados in vitro, a los 20 y 40 dias posteriores
al subcultivo. La medicién se realiz6 con la ayuda
de una regla milimetrada y los valores expresados
en centimetros.

Las evaluaciones de medicion se realizaron
luego de veinte dias de la siembra de los embrio-
nes cigéticos en el primer medio de cultivo con
carbén activado (CA) a razén de 2 g/L para de esa
manera lograr la supresién de oxidacién para pos-
teriormente ser subcultivados en los diferentes
tratamientos.

Diseiio experimental

El trabajo consisti6 en un disefio completamen-
te al azar, con cinco tratamientos y tres repeti-
ciones. Se aplicaron las pruebas de Shapiro-Wilk
para corroborar aspectos de normalidad en la dis-
tribucion de datos, la prueba de Kruskal-Wallis
para diferir efectos entre tratamientos y la prueba
de Mann-Whitney para observar diferencias entre

las comparaciones pareadas. En la totalidad de los
procedimientos descritos se utilizé un nivel de sig-
nificancia de (p<0.005). Las operaciones fueron
[levadas a cabo con la ayuda del software estadis-
tico PAST3.

RESULTADOS

Los embriones sometidos al primer medio de cul-
tivo con CA a razén de 2 g/L durante 20 dias, fue-
ron traspasados a frascos que contenia medios
enriquecidos con BAP (1, 2y 4 ppm) CA (2 g/)) vy
MS en donde luego de 20 dias de esa operacién
no presentaron diferencias significativas entre tra-
tamientos. Los resultados observados mediante el
test de Shapiro-Wilk (p>0.005) demostraron que
los datos no seguian una distribucion normal res-
pecto a la media por lo que se procedi6 a aplicar
Kruskal-Wallis para las mediciones efectuadas 20
y 40 dias después del subcultivo en los diferen-
tes tratamientos con BAP, MS y CA corroborando-
se que tampoco existié diferencias significativas
(p=0.129>0.005) y (p=0.067>0.005) respectiva-
mente. De forma que al observar los datos arro-
jados de manera individual en cada tratamiento
y repeticion, se procedié a aplicar la prueba de
Mann-Whitney (Tabla 1) donde no se observo di-
ferencias entre comparaciones pareadas entre
tratamientos luego de 20 dias de incubacion de
fotoperiodo constante de 16 horas luz, verifican-
dose de esta manera que ningln tratamiento resul-
t6 significativo y por ende ninguna dosis de BAP.

Pudo observarse que las dosis de CA (2g/L) lo-
gré suprimir la oxidacion en explantes en ambos
periodos de incubacion posibilitando de esa ma-
nera la obtencion y desarrollo de la totalidad de
los embriones cultivados durante al primer cultivo
y luego del subcultivo.

Resulta importante destacar, en términos de
medias, que las mejores respuestas de medidas se
desarrollaron en los tratamientos 1 (1 ppm de BAP)
y 4 (2 g/L CA) con medias de 4.66 cm y 3.33 cm
respectivamente, como se observa en Figura 1. En
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Tabla 1. Prueba de Mann-Whitney para cada uno de los tratamientos (p<0.005).

(T1) (T2) (T3) (T4) (T5)
1 ppm BAP 2 ppm BAP 4 ppm BAP 2 g/L CA MS
1 ppm BAP 0.05935 0.1101 1 0.6531
2 ppm BAP 0 0.05935 0.0636 0.505
3 ppm BAP 0.5 0.3537 0.6531
2 g/LCA 4 2 0.6579
MS 3 3

Figura 1. Medias de longitudes de raices desarrolladas durante el periodo de incubacién de 20 dias después del

subcultivo.

el tratamiento 2 (2ppm de BAP) no se observan da-
tos ya que la misma no genero respuesta alguna.

De la misma manera se representa en la Figura 2
las mejores medias de los tratamientos producidos
durante 40 dias de incubacién a fotoperiodo cons-
tante de 16 horas luz, donde se observa un leve
aumento en las longitudes de raices en los mismos
tratamientos, 1 (1 ppm de BAP) con una media de
6 cmy el 4 (2 g/l de CA) con 5 cm de longitud.
Como se observa en la Tabla 2, estos resultados no
arrojaron diferencias significativas entre tratamien-
to luego de 40 dias.

DISCUSION

Entre los principales beneficios de la utilizacién
del CA en los medios de cultivo se cita la supresién
de la oxidacién pues la misma actiia como soporte
catalitico en la oxidacién del fenol; asi mismo, las
condiciones de oscuridad inicial suprimen rutas
metabdlicas de cierto compuestos en especial el
ciclo sikimico (Quinones et al., 2012), dependien-
te de la luz del cual derivan los compuestos feno-
licos que por medio de oxidacion de sus partes
quimicas se convierten en quinonas muy reactivas
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Figura 2. Medias de longitudes de raices desarrolladas durante el periodo de incubacién de 40 dias después del

subcultivo.

Tabla 2. Prueba de Mann-Whitney para cada uno de los tratamientos 40 dias después (p<0.005).

(T1) (T2) (T3) (T4) (T5)
1 ppm BAP 2 ppm BAP 3 ppm BAP 2g/L CA MS
1 ppm BAP 0.8195 0.07652 0.1212 0.2683
2 ppm BAP 4.5 0.07652 0.1212 0.2683
3 ppm BAP 0 0 0.1157 0.6579
2 g/LCA 0.5 0.5 0.5 0.8248
MS 1.5 1.5 3 3.5

capaces de necrosar los tejidos y causar muerte
celular (Caceres, 2004; Rugna et al., 2007; Ville-
gas et al., 2008 mencionados en Conzalez, 2010).

Azofeifa (2009) menciona que el efecto bené-
fico del CA se atribuye a su capacidad para remo-
ver sustancias inhibitorias o toxicas del medio de
cultivo que son producidas durante el autoclava-
do del medio o liberadas por el explante. Dentro
de las sustancias producidas durante el autoclava-
do, se ha reportado la presencia del 5-(hidroxime-
til)-2-furaldehido (HMF), compuesto inhibitorio,
formado primeramente a partir de la fructuosa, ya
sea agregada al medio de cultivo o formada por

hidrélisis de sacarosa durante el proceso de auto-
clavado. El empleo del CA agregado al medio de
cultivo es frecuente, especialmente en especies de
la familia Arecaceae. El cultivo in vitro de diferen-
tes tipos de palmeras presentan problemas de oxi-
dacién vy la inclusion de CA al medio de cultivo
tiene un papel preponderante en la disminucion
del mismo. Las concentraciones empleadas que se
observan en la literatura varian entre 0.5 y 10 g/L,
siendo mas frecuentes las dosis de 2.0 y 3.0 g/L.
Sumados a los beneficios de mantener en oscu-
ridad a los explantes como medida para atenuar
la oxidacién por lo anteriormente mencionado, se
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debe resaltar que la incorporacién de concentra-
ciones iguales a 2g/L de CA ofrecerian condicio-
nes de oscuridad, debido a que por naturaleza las
moléculas carbonosas son oscuras segtin Schmitd
(2008). Figura 3.

La adicién de CA en los medios de cultivo MS
ayuda a promover un enraizamiento efectivo de
embriones, estos resultados coinciden con los
mencionados por Rodriguez et al, (1997) en sus
trabajos realizados con embriones maduros de
Persea americana Mill, del mismo modo Pedroza
(2009) sostiene que la adicion de CA en los me-
dios de cultivo incidi6 de manera positiva en el
desarrollo tanto radicular como caulinar y foliar
en protocormos de Epidendrum elongatum Jacq.
cultivados in vitro. Rache & Pacheco (2010) sostie-
nen que es posible suprimir el uso de reguladores
de crecimiento utilizando, para el enraizamiento,
concentraciones proximas a los 3 g/L de CA basa-
dos en sus experiencias de propagacion in vitro de
Vaccinium meridionale.

Asi mismo, sustancias como carbohidratos,
proteinas y lipidos nutren el crecimiento del eje
embrionario hasta el punto en que la plantula re-
sultante haya desarrollado un sistema radical capaz
de retirar sustancias que la planta necesita (Morei-
ra & Nakagawa, 1988). La mayor parte de los tra-
bajos de movilizacién y degradacién de sustancias
de reserva se llevo a cabo en monocotiledéneas.
En estas semillas el proceso estd controlado por
el embrién (Mantilla, 2000). Por lo general todo
proceso de germinacion se inicia con la salida de
la radicula, evento final del proceso de iniciacién
(Besnier, 1989). El embrién consta de un eje, el
hipocotilo, que lleva en un extremo, el meristemo
radical y, en el otro, el cotiledén o cotiledones y el
meristemo del primer brote (Esau, 1985).

Es importante destacar que el inicio y desarro-
llo radicular no fue inducido, es decir, no estuvo
controlado por la adicion exégena de auxina, aun-
que las mismas presentes de manera endégena y
en interaccién con las concentraciones de BAP
adicionadas mas las dosis de CA de manera apa-
rente pudieron haber generado este inicio lo que

coincide con los trabajos realizados por Borges et
al., (2011) durante su proceso de optimizacion de
medios de cultivo para plantas micropropagadas
de Dioscorea alata L.

Asi mismo, con los de Zarate et al, (1997) du-
rante sus experiencias en la regeneracién de
Echinospartum algibicum, estos mismo autores
también obtuvieron resultados de enraizamiento
en medios con BAP en sus trabajos de induccién
de brotes mdltiples con Atropa baetica atribuyen-
do un efecto residual del BAP en el desarrollo de
los explantes. Mismos efectos atribuidos al poder
residual del BAP en el desarrollo de in vitro de me-
ristemas de Banano Williams fueron mencionados
por Ortega et al., (2012).

El poder residual del BAP no afecta la capaci-
dad de enraizamiento de los explantes, sino que se
ven favorecidos con el inicio y desarrollo de raices
como se observé en los embriones cigéticos de A.
aculeata luego de 40 dias de exposicion a fotope-
riodo constante de 16 horas de luz, misma afirma-
cién fue propuesta por Dominguez et al. (2008),
al notar efectos similares en agaves mexicanos ex-
puestos en BAP.

Las citoquininas son un grupo de fitohormo-
nas que juegan un importante en el crecimiento
y desarrollo de la planta, resultando su actividad
en la morfogénesis y en el metabolismo muy de-
pendiente de factores ambientales (Francescangeli
& Zagabria, 2010). En el trabajo realizado por Mo-
gollon et al., (2004), sostiene que una menor in-
corporacién de auxinas en el medio y mas elevada
concentracion de citoquininas, en este caso BAP
resulta positivo para el desarrollo de explantes en
cuanto a 6rganos esenciales, entre ellas las raices.

En general, la accién de las auxinas no son ais-
ladas y otras hormonas como etileno, giberelinas
y citoquininas también influyen. Las citoquininas
son las hormonas claves para inducir la formacién
de novo de brotes en diversos explantes in vitro
(hojas, raices, medula, cotiledones). Junto a auxi-
nas, promueven la produccion de tejidos no or-
ganizados denominados callos, de los cuales es
también posible inducir la formacién de brotes
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y/o raices (Jordan & Casaretto, 2006). A parte de
los efectos producidos en el alargamiento de rai-
ces y tallos influyen de forma decisiva en procesos
como division celular del cambium, la diferencia-
cién vascular, la dominancia apical y la formacién
del futo (Azcon-Bieto & Talon, 2000).

Ademas, el efecto de elongaciéon que ejerce la
auxina natural AIA (Acido indolacético) sobre la
planta, no solo es evidente desde el punto de vista
del crecimiento primario del vastago, sino también
desde el punto de vista del crecimiento del siste-
ma radicular porque diversos estudios han demos-
trado que las auxinas estimulan la rizogénesis en
el cultivo de tejidos vegetales bajo condiciones in
vitro (Pedroza, 2009).

La auxina trabaja conjuntamente con otro gru-
po de hormonas vegetales como las citoquininas
que permiten el desarrollo de cloroplastos en os-
curidad, reemplazando parcialmente la demanda
de luz. Una mayor permanencia de clorofilas ac-
tivas implica para la hoja y planta la conservacion
de sintesis de proteinas y consiguiente transcrip-
cién de varios genes. Esto se ha demostrado con
la expresion de varias bandas de proteinas que
no son visualizadas cuando el tejido envejece. La
presencia de citoquininas provoca un efecto “su-
midero” (sink) en el transporte de varias “materias
primas” (como aminodcidos) hacia tejidos donde
se encuentra la hormona y donde estos recursos
seran usados para la sintesis de nuevas proteinas
(Jordan & Casaretto, 2006).

En la parte aérea de una planta la auxina emigra
desde el apice en que se producen hacia las zonas
de crecimiento que estd debajo. Este transporte se
produce, a veces, en zonas sin diferenciar los ele-
mentos vasculares y por tanto ocurre de una célu-
la a otra a una velocidad aproximada de 1 cm/h.
Este transporte tiene la particularidad de que ocu-
rre solo en una direccioén, es decir del apice hacia
la base en lo que se denomina un transporte polar
(Diaz de la Guardia, 2010).

Ferreira (2007) y Schmidt (2008) mencionan las
dificultades en la rizogénesis, asi como el escaso

enraizamiento de la especie, recomendando ma-
yor nimero de investigaciones, para de esa ma-
nera posibilitar el éxito en la aclimatacién de las
vitroplantas; por lo que se podria decir que el ge-
notipo marcaria una gran brecha en cuanto al de-
sarrollo de las plantas cultivadas in vitro, pues no
todas ellas producirdn los efectos esperados, de-
pendera en gran manera de la procedencia del ex-
plante y las condiciones ambientales.

El efecto residual del BAP conjuntamente con
la adicién de CA para suprimir la oxidacién de los
explantes genera eventos de enraizamiento en em-
briones cigéticos provenientes de frutos maduros
de A. aculeata. Los mismos aparentemente, bajo
estas condiciones necesitarian 40 dias para que
la iniciacion y desarrollo de raices pueda ocurrir,
aunque los mismos no hayan producido diferen-
cias desde el punto de vista estadistico, resulta
importante destacar y describir los resultados arro-
jados durante el proceso de desarrollo y culmina-
cién del experimento.

CONCLUSIONES

El CA en concentraciones de 2 g/L resulté efectivo
en la supresion de la oxidacion de los embriones
cigéticos de A. aculeata posibilitando de esa ma-
nera un efectivo desarrollo de raices.

En cuanto a los tratamientos con BAP, las me-
jores medias mostraron los tratamientos 1 (MS +
1 ppm de BAP) y (MS + 2 g/L de CA) observando-
se 6 y 5 cm respectivamente requiriendo un pe-
riodo de 40 dias de fotoperiodo constante de 16
horas luz. Concluyendo de esta manera que fue
necesaria la adicion de CA en concentraciones
de 2 g/L en los medios de cultivo paliando la oxi-
dacién de los explantes que junto con los efec-
tos residuales positivos del BAP posibilitaron el
inicio y desarrollo de raices en embriones cigé-
ticos de A. aculeata, logrando vencer la latencia
presente en sus semillas que retrasan la germina-
cién y de esta forma fue posible la obtencion de
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Figura 3. Longitud de raices en distintos tratamientos y estados de desarrollo. A) y b), longitud de raices en tratamientos

con carbén activado. C) Longitud radicular de explante en desarrollo inicial. D) Longitud de raiz de explante con

buen desarrollo morfolégico.

plantines producidos in vitro con alto desarrollo
de raices.

Se necesitarian mayores concentraciones y ré-
plicas para futuros experimentos con embriones
cigbticos de A. aculeata y de esta manera generar
respuestas significativas a nivel estadistico debido
a los resultados biolégicos arrojados.
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