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Resumen

a atractiva apariencia de la madera de Cordia alliodora

(laurel), sus caracteristicas fisico-mecanicas, su
abundante regeneracion natural, captura de carbono y
proteccion al suelo, la hacen ideal para la reforestacion. No
obstante, la falta de material de siembra de buena calidad para
suplir la demanda media anual, convierten la propagacion
vegetativa en una herramienta esencial para el mejoramiento
genético, y la conservacion de genotipos en bancos clonales.
En este sentido, se propuso establecer una metodologia para
la induccion y enraizamiento de brotes epicormicos de arboles
de laurel utilizando reguladores de crecimiento vegetal. Las
concentraciones de citoquininas empleadas para la induccion
de brotes a partir de arboles adultos fueron de: 0, 3000, 6000,
9000 mg L' de BAP sola y combinadas con 1000, 2000,
3000 mg L' de AIA, y se determinaron utilizando un Disefio
Completo Aleatorizado (DCA). Las concentraciones de
auxinas para el enraizamiento de los brotes fueron de 0, 1000,
y 1500 mg kg' de ANA y AIB, mediante un DCA con arreglo
factorial 3 x 3 (hormona ANA x hormona AIB). Se evalu¢ la
induccion de brotes epicormicos y se obtuvieron 2.67 brotes
de 16.42 cm de longitud, con 6000 mg kg de BAP +2000 mg
kg de AIA. El porcentaje de enraizamiento fue 54%, nimero
de raices 1.78, longitud 2.59 con 1500 mg kg' de ANA + 1500
mg kg' de AIB. El uso de citoquininas y auxinas fue efectivo
para provocar la diferenciacion celular tanto en la induccion y
rizogénesis de brotes epicormicos de laurel.
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vegetativa, auxinas, citoquininas.

Recibido: 6-octubre-2014. Recibido en forma corregida: 15-febrero-2016.
Aceptado: 14-abril-2016.

Publicado como ARTICULO CIENTIFICO en Ciencia y Tecnologia 9(1): 3743
Junio de 2016

Abstract

Cordia alliodora (laurel) wood attractive appearance, its
physical and mechanical characteristics, its abundant
natural regeneration, as well as the contribution to carbon
sequestration and soil protection, have made it an ideal species
for reforestation. However, there is insufficient good quality
planting material to meet these needs and to respond to the
average annual demand. Hence, vegetative propagation has
become an essential tool in breeding and it is being widely
used for the conservation of genotypes in clonal banks. To this
end, a methodology for laurel tree epicormic shoot induction
and rooting, using plant growth regulators was established.
Cytokinin concentrations used for induction of shoots from
adult trees were 0, 3000, 6000, 9000 mg L' of BAP alone and
combined with 1000, 2000, 3000 mg L of IAA a Complete
Randomized Design (DCA) with seven treatments and three
repetitions, considering each tree as a repetition, was applied.
The concentrations of auxin for rooting of shoots were 0, 1000,
and 1500 mg kg' of NAA and IBA. A factorial arrangement
DCA3 x 3 (ANA x hormone AIB) with five repetitions and five
units per repetition was used. After 105 days, the induction of
epicormic shoots and epicormic buds response was evaluated
2.67 buds 16.42 cm long with 6000 mg kg' of BAP + 2000
mg kg of AIA were obtained. At 45 days rooting percentage
was 54%, the number of roots was 1.78, 2.49 length 2.59 and
force with 1500 mg kg of ANA + 1500 mg kg™ of AIB. This
research demonstrated that using cytokinins and auxins is
effective in laurel epicormic shoots induction and rooting.

Key words: Hormones rooting, vegetative propagation,
auxins, cytokinins.
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Introduccién

Cordia alliodora (Ruiz et Pavon), Oken (laurel), pertenece
a la familia de las Boraginaceae (Dossier y Lamb, 1997).
Es una especie forestal utilizada en agroforesteria, produce
madera de alta calidad, y también se emplea para sombra a los
cafetales y pastizales ademas de utilizarlos en programas de
reforestacion (Boshier y Lamb, 1997). La atractiva apariencia
de la madera, sus excelentes cualidades fisico-mecanicas, el
rapido crecimiento, su abundante regeneracion natural, el
gran aporte en la captura de carbono, proteccion al suelo y
servicio de doble propdsito en usos de agroforesteria asociada
especialmente con café y cacao, la han convertido en una
especie ideal para la reforestacion (Murrillo et al., 2001).

C. alliodora presenta limitantes durante su etapa
de vivero, en las fases de germinacion, emergencia y
sobrevivencia al transplante a bolsa a partir de bancos de
germinacion (Castro y Roa, 2006). Una estrategia para
solucionar esta problematica y obtener plantas vigorosa es
la propagacion clonal la cual permite obtener materiales
idénticos al material original (Castro et al., 2011).

La propagacion asexual es una forma de reproduccion,
que consiste en la duplicacion de nuevos individuos a partir
de material vegetativo de la planta madre (Hartmann et al.,
2002). Esta técnica se ha convertido en una alternativa
excelente para muchas especies tanto de importancia
comestible, ornamental, maderable o en planes de
conservacion de material genético de especies en peligro
de extincion (Sandoval, 2008). Ademas es una herramienta
esencial en mejoramiento genético que ha sido utilizada
ampliamente para la conservacion de genotipos en bancos
clonales. Estudios recientes han utilizado extensamente
el enraizamiento de estacas juveniles para plantaciones
operacionales de pocas especies (Sandoval, 2008; Aparicio et
al.,2009). Sus ventajas e implicaciones han sido ampliamente
reportadas en la literatura (Zobel y Talbert, 1988; Hartmann
et al., 2002).

La propagacion vegetativa puede realizarse a través
de varias técnicas que han logrado aplicaciones practicas
comprobadas. Entre ellas, la induccion de brotes epicormicos
con fines de propagacion clonal, como método eficiente de
recuperacion y rejuvenecimiento del materiales adultos
(Meyer et al., 2012). En base a lo anterior el objetivo de este
estudio fue establecer una metodologia para la induccion
y enraizamiento de brotes epicormicos en C. alliodora,
utilizando reguladores de crecimiento.

Materiales y métodos
a investigacion se realizo en dos etapas. La primera en la
finca experimental La Represa, localizada en el recinto
Fayta km. 7' via Quevedo — Babahoyo, canton Quevedo,

provincia de Los Rios, cuyas coordenadas geograficas
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son 01°03°18” de latitud Sur y 79°25°24” de longitud
Oeste ubicada a 90 msnm, temperatura promedio 25.2 °C,
precipitacion media anual de 3032.10 mm, humedad relativa
84% y heliofania 758.20 horas/luz afio'. La segunda fase se
realizé en el invernadero del Laboratorio de Biotecnologia
de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), cuya
temperatura promedio es de 24 °C, humedad relativa 88%,
intensidad luminica 8 horas luz y 16 oscuridad. Se encuentra
ubicado en el campus Ing. Manuel Haz Alvarez, km 1% via
Quevedo -Santo Domingo de los Tsachilas.

Se realizo recorridos en el banco de germoplasma y el
sistema agroforestal existente en la finca “La Represa”, con
el objetivo de seleccionar arboles superiores de seis afios
de edad, para lo cual se consider¢ la metodologia propuesta
por (Vallejos et al., 2010), que indica los parametros de
evaluacion fenotipica de los individuos de las fuentes
candidatas para la seleccion natural vegetal.

La induccién de brotes epicormicos se realizd
segun la metodologia de Castro et al., (2011) con algunas
modificaciones, tales como el aumento en el tamafio de la
lesion de 5 cm de largo por 0.50 cm de profundidad en los
arboles de C. alliodora a nivel de la corteza en forma de una
“V” invertida, utilizando solamente el 50% del area basal,
dicho corte se ubico al lado este del tronco, a una altura
aproximada de 30 a 40 cm, asegurando la presencia de la luz.

Con el fin de estimular la activacion de las yemas, se
aplico en el fuste del arbol de laurel las diferentes dosis de
citoquinina (BAP), becilaminopurina y (AIA) éacido indol
acético, de acuerdo a la metodologia de Canchignia et al.
(2008). Transcurridos 105 dias los brotes epicormicos fueron
recolectados. Se evaluo el nimero de brotes, contando cada
uno de ellos y, la longitud de brotes con un escalimetro
graduado en mm. Los brotes fueron colocados sobre un
papel humedecido dentro de una hielera a fin de evitar la
deshidratacion, seguido se trasladaron al invernadero para
continuar con la fase de enraizamiento.

Los tratamientos bajo estudio fueron T1 (control sin
hormona), T2 (3000 mg L' de BAP), T3 6000 mg L' de
BAP), T4 (9000 mg L' de BAP), T5 (3000 mg L' de BAP
+1000 mg L' de AIB), T6 (6000 mg L' de BAP + 2000
mg L' de AIB), T7 (9000 mg L' de BAP + 3000 mg L' de
AIB). En la primera fase del experimento se aplico un disefio
completamente al azar (DCA) con siete tratamientos y tres
repeticiones, considerando a cada arbol como una unidad
experimental.

Para la induccion de raices, los brotes epicormicos
fueron desinfectados con el fungicida Vitavax 1 g L
(carboxim concentracion 200 g L' + thiram concentracion
200 g L") durante 5 minutos, posteriormente se coloco en su
base el polvo enraizador en las diferentes concentraciones
utilizando la metodologia descrita por Ramos et al. (2006).
Los brotes se ubicaron en bandejas germinadoras de 40
orificios, el sustrato fue arena, formada por pequeiios granos
de alrededor de 0.05 a 2 mm de diametro, desinfectada con
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1 g L' de Benlate (benomil al 50% de concentracion) cada 2
kg de sustrato, realizados ocho dias antes de la siembra. Los
brotes fueron ubicados en el invernadero bajo condiciones
ambientales semi-controladas seglin la metodologia descrita
por Cruz et al. (2008), que consistié en colocar las bandejas
germinadoras bajo un tinel de polietileno, en un umbraculo
cubierto con zaran que permitio el paso del 25% de luz solar,
a fin de evitar la deshidratacion de las estacas. El riego se
aplico con una frecuencia de cuatro veces al dia con un
intervalo de 2.5 horas, utilizando un atomizador manual de
un litro.

A los 45 dias de establecido el ensayo, se evaluaron
las variables porcentaje de enraizamiento, sobrevivencia,
numero y longitud de raices, las mismas fueron cuantificadas
y medidas segln el caso. La aclimatacion y evaluacion de
las variables se realizo siguiendo la metodologia descrita por
Carranza et al. (2012). Este proceso consistio en destapar la
camara humeda por una hora progresiva cada dia, durante
ocho dias.

El ensayo se establecio siguiendo un disefio
completamente al azar (DCA) con arreglo factorial 3 x 3 (0,
1000 y 1500 mg L' de hormona ANA x 0, 1000 y 1500 mg
L' de hormona AIB) con cinco repeticiones y cinco unidades
por repeticion.

Las diferencias estadisticas entre tratamientos se
establecieron utilizando la prueba de Tukey (p<0.05). Los
datos de cada una de las variables se sometieron a un analisis
de varianza y comparacion de medias al 95% de probabilidad,
utilizando el programa estadistico STATISTICA version
7. Los datos con valores cero fueron transformados con la
siguiente formula: posteriormente los valores promedios
fueron transformados a los unidades originales.

Resultados y discusion

Induccion de brotes epicormicos

En esta etapa del experimento, la variable numero
de brotes mostrd diferencias estadisticas (p<0.05), siendo
el tratamiento T6 (6000 mg kg’ BAP + 2000 mg kg' AIA)
el que obtuvo el mayor promedio (2.67 cm). La variable
longitud de brotes (cm) no mostré diferencias (p>0.05); sin
embargo, cabe sefialar que el promedio mas alto (27.83 cm)
se observo en el tratamiento 7 (9000 mg kg BAP + 2000 mg
kg' AIA) (Cuadro 1).

Hallé et al. (1978) consideran que el principal y
mas importante factor que influye en el inicio de brotes
epicormicos en los arboles es el “plan genético de
crecimiento” de una especie individual. Misma que puede
estar fuertemente influenciada por el medio ambiente. La
técnica empleada en esta investigacion aplicando factores
externos a la genética de la planta, garantiza la obtencion
de brotes epicormicos, dado que, se incluyd en el proceso
de produccién o regeneracién de brotes la accion de los

reguladores de crecimiento (Gordon et al., 2006), sumado a
la accion del corte desarrollado en la base del tronco (Castro
et al., 2011). Sin embargo, la respuesta negativa en el caso
de los tratamientos en los que solo se aplico BAP pudo
estar relacionada con el hecho que se necesita un balance
adecuado de auxina y citoquinina para inducir los brotes.
Estos resultados concuerdan con lo manifestado por Cob et
al. (2012), quienes fundamentan que la elongacion caulinar
a altas concentraciones de citoquinina y baja concentracion
de auxinas favorecen la induccion y formacion de puntos
de crecimiento, incrementandose la tasa de proliferacion
de brotes en Persea lingue (Lingue, Litchi). Se corrobora
también lo expresado por Orellana (1998) quien manifiesta
que el balance auxina y citoquinina es determinante en el
coeficiente de proliferacion, lo que reflejara elevadas tasas
de proliferacion de brotes, ampliando la efectividad de la
técnica. EAdemas, se debe considerar el efecto de otros
factores en la induccion de brotes, tales como la luz y el calor,
hecho que es corroborado por Zimmermann y Brown (1971)
y Collier y Turnblom (2001), seglin quienes la produccion de
brotes epicormicos se estimula o aumenta por la luz, el calor,
estimulos hormonales, 0 una combinacion de estos factores.
Ademas se debe considerar la edad o tamaiio de la base de
los arboles, dado que la presencia y ntimero de brotes varia a
lo largo de la vida del arbol, siendo los arboles mas viejos los
que tienen un mayor numero de brotes en zona del tronco, en
comparacion a los arboles mas jovenes (Castro et al., 2011).

Enraizamiento de brotes epicérmicos

A los 45 dias de establecido el experimento, se
evaluo el efecto combinado de las hormonas ANA y AIB,
obteniéndose diferencias entre los tratamientos (p<0.05).
La combinacion con los promedios mas altos en todas las
variables fue para el tratamiento de 1500 mg L' ANA + 1500
mg L' AIB, con 54% de enraizamiento, 1.78 en niimero de
raices y 2.59 cm de longitud de raiz. Salvo para la variable
porcentaje de sobrevivencia, cuyo mayor promedio lo obtuvo
el tratamiento testigo con 94% (Cuadro 2).

Porcentaje de sobrevivencia

El promedio mas alto se observo en el tratamiento
testigo con 94%, sin embargo ninguno de los brotes lograron
enraizar. Mientras que el tratamiento T9 (1500 mg kg’
ANA+ 1500 mg kg AIB) mostro el 82% de sobrevivencia.
Este resultado concuerda con los obtenidos por Chicaiza
(2004), quien report6 en la concentracion 1500 mg kg' ANA
+ 1500 mg kg!' AIB el 85.42% de sobrevivencia en Tectona
gradis (teca).

Porcentaje de enraizamiento

La presencia de raices fue mayor en el tratamiento 9
(1500 mg kg' ANA + 1500 mg kg' AIB) con un 54%, lo
que refleja que la concentracion de ambas auxinas tienen
un efecto diferencial sobre los demas tratamientos. Este
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Cuadro 1. Numero y longitud de brotes (cm) en la induccion de brotes epicormicos de

Cordia alliodora

Tratamiento Numero brotes Longiuzgr;dj brotes
1 Testigo 0.00 b 0.00 a

2 3000 mg L' (BAP) 0.00 b 0.00 a

3 6000 mg L' (BAP) 0.00 b 0.00 a

4 9000 mg L' (BAP) 0.67 ab 20.33 a

5 3000 mg L' (BAP) + 1000 mg L' (AIA) 1.67 ab 2572 a

6 6000 mg L' (BAP) +2000 mg L! (AIA)  2.67 a 1642 a

7 9000 mg L' (BAP) + 3000 mg L' (AIA) 1.00 ab 27.83 a

CV (%) 40.23 94.34

resultado es consistente con lo mencionado por Santelices
y Cabello (2006), y Bettiol-Neto et al. (2006), quienes
mencionan que la aplicacion de auxinas es un procedimiento
que influye beneficiosamente en el enraizamiento. El
porcentaje obtenido en el enraizamiento es similar al
obtenido por Stuepp et al. (2014) en Paulownia fortunei var.
con 57.81% con 1500 mg kg' de AIB, y Bermiidez (2006),
quien con el tratamiento de1500 mg kg' ANA + 1500 mg
kg' AIB, obtuvo 59.73%. Sin embargo, estos resultados son
inferiores a los obtenidos por Ramos (2000) en Teca, quien
trabajo con material rejuvenecido in vitro, que al ser tratados
con 1000 mg L' ANA + 1000 mg L' AIB mostraron un
promedio de 92.50% de enraizamiento en sustratos inertes.

En la misma especie Chicaiza (2004), obtuvo un promedio
de 91.60% de enraizamiento con el tratamiento de 1500
mg kg' de ANA + 1500 mg kg' de AIB. Basado en estos
resultados, se puede afirmar que el enraizamiento estd mas
relacionado con la fase de estaca lignificada, que, con la edad
de la planta donante (Garcia, 2008), variando la capacidad
de enraizamiento con la posicion de la estaca en el arbol.
Aunque, se han hecho intentos para revitalizar o rejuvenecer
el material adulto a fin de inducir enraizamiento (Revilla et
al., 1996; Sanchez et al., 1997), no se ha logrado evitar, en
muchos casos, las barreras constituidas por la pérdida del
potencial de enraizamiento de individuos adultos (Diaz-Sala
et al., 1996; Goldfarb et al., 1998).

Cuadro 2. Interaccion de los niveles de hormonas ANA por AIB en la induccion de raices a partir de brotes epicormicos

de Cordia alliodora

Iteacein de s ormonas ANA Y AL Porenajede  Poreenajede - Nimorode  Langiud de
1 O0mgkg!' ANA+ 0 mgkg! AIB 94.00 a 0.00 b 0.00 b 0.00 b
2 0mgkg! ANA+ 1000 mg kg' AIB 38.00 bed 16.00 b 017 b 012 b
3 0mgkg!' ANA + 1500 mg kg!' AIB 11.00 d 0.00 b 0.00 b 0.00 b
4 1000 mg kg ANA +0 mgkg! AIB 2400 cd 16.00 b 0.05 b 0.58 b
5 1000 mg kg' ANA +1000 mg kg' AIB 75.00 ab 25.69 ab 048 b 0.05 b
6 1000 mg kg' ANA +1500 mg kg' AIB 71.00 abc 10.84 b 0.19 b 0.12 b
7 1500 mg kg' ANA +0 mgkg!' AIB 16.00 d 0.00 b 0.00 b 0.00 b
8 1500 mg kg!' ANA +1000 mg kg' AIB 54.00 abed 329 b 0.00 b 0.09 b
9 1500 mg kg! ANA + 1500mg kg!' AIB 82.00 ab 54.00a 1.78 a 259 a
CV % 11.74 10.07 21.26 21.28
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Numero de raices

Al evaluar el nimero de raices, el tratamiento 9 (1500
mg kg' ANA + 1500 mg kg' AIB) mostré 1.78. Este
resultado se acerca a los obtenidos por Pettao (2007) quien
trabajo con Switenia macrophylla (caoba), obteniendo 0.97
raices con un tratamiento similar. Siendo, estos a su vez
inferiores a los obtenidos por Garcia (2005) en Gmelina
arborea Roxb con un promedio de 6.60 en el tratamiento
2000 mg kg de AIB. Esta respuesta podria estar relacionada
segun Medina (2012) con la varianza fenotipica producto de
la interaccion genes ambiente de cada individuo, la misma
que permite que las plantas puedan regenerar por completo
o no su sistema radicular, incluyendo factores tales como los
ambientales (temperatura, luz, nutricion mineral y otros) y
fisiologicos (estado hormonal de la planta madre y otros). El
estado de desarrollo afecta significativamente la capacidad
de enraizamiento de especies forestales.

Longitud de raices

El tratamiento 9 (1500 mg kg' ANA + 1500 mg kg
AIB) mostr6 2.59 cm de longitud, siendo consistentes con
lo descrito por Valarezo (1984), quien menciona que las
sustancias mas utilizadas para estimular el crecimiento
radicular en estacas son el acido indolbutirico (AIB) y el
naftalenacético (ANA). Ademas coinciden con lo expresado
por Hartmannn et al. (1997) quienes mencionan que el
uso de regulador del crecimiento vegetal se convierte en
una mayor probabilidad de emision de raices adventicias,
y el uso de IBA proporciona enraizamiento temprano y la
formacion de raices. Por otra parte, los promedios obtenidos
en esta investigacion son inferiores a los obtenidos en otras
especies lefiosas tropicales como la G. arborea, donde se
obtuvo mejores resultados al emplear 2000 mg kg' de AIB
para promover un mayor tamafio de raices, logrando en
promedio 12 cm de longitud (Garcia, 2005). Sin embargo,
son comparables a los obtenidos por Stuepp et al. (2014)
en el enraizamiento de brotes epicormicos de Paulownia
fortunei var. Mikado (arbol de dragdn) quienes obtuvieron
una longitud por estaca de 4.57 cm, con 2000 mg kg' AIB.
En general se puede manifestar que, un buen sistema de
raices es importante para la estabilidad y el crecimiento del
arbol (Asaah et al., 2010).

Basado en los resultados obtenidos en esta investigacion,
se concluye que es posible inducir brotes epicormicos
utilizando citoquininas junto con las auxinas, por tanto, la
capacidad de brotacion estd directamente relacionada con
la concentracion adecuada de BAP y AIB. El enraizamiento
inducido por la aplicacion de auxinas ANA y AIB permiti6
inducir el mayor nimero, longitud, porcentaje de raices y
sobrevivencia a partir de brotes epicormicos de C. alliodora.
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