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RESUMEN

El arbol de Laurel Cordia alliodora (Ruiz &Pav.) Okén, pertenece a la familia
Boraginaceae, es una especie con un doble propédsito, la explotacion comercial y la
posibilidad de mejorar el medio ambiente debido a su aporte de nutrientes y a su
vinculacion con sistemas silvopastoriles; es ademas una especie utilizada para
recuperar zonas degradadas y utilizadas en la reforestacién de bosques que han sido
afectados por la tala indiscriminada. La aplicacion de técnicas de micropropagacion en
especies forestales ha constituido wuna alternativa util para aumentar el
establecimiento de plantaciones. No obstante, la desinfeccion de explantes
en este tipo de especies ha sido una de las limitantes para el
establecimiento in vitro, debido a la presencia de contaminantes que afectan el
desempefio de estos bajo estas condiciones; haciendo indispensable el uso de
protocolos de desinfeccion que permitan la disminucion en la aparicion de
agentes contaminantes. El objetivo de la presente investigacion consistié en
establecer los métodos de desinfeccion adecuados que permitan iniciar el cultivo “in
vitro” partiendo de yemas apicales y axilares de Laurel (Cordia alliodora), se usaron
plantas de invernadero sometidas a un tratamiento fitosanitarios previo. Se valoraron
varios procedimientos en las etapas de desinfeccion, establecimiento y multiplicacion.

La investigacion se desarrollé durante el afo 2011, en el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la Universidad Estatal del sur de Manabi, ubicado en la Provincia de
Manabi, Canton Jipijapa, Parroquia Jipijapa, a una altitud de Altitud: 300 msnm.

El trabajo comprendié dos partes. En la primera se determiné el Protocolo de
desinfeccion para segmentos de yemas axilares.
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= Jabédn liquido en una solucion de 50ml/litro, durante 30 minutos.

= Se colocaron los segmentos de yemas axilares en acido ascorbico 3%, se
enjuago 3 veces con agua esteéril.

= Con detergente se enjuago en un tiempo de agitacién 10 minutos y luego se
enjuago 5 veces con agua estéril.

» Fungicida Cobre Nordox 0,5% 1g/l con un tiempo de agitacion 15 minutos y se
enjuago 1 vez con agua estéril.

= Se aplicd tego 1% + agua estéril con tiempo en agitacion 15 minutos y se
enjuago 1 vez con agua estéril.

= Enetanol 70% durante 30 segundo tiempo 5 minutos NAOCI 20% + 5 gotas de
tween durante un tiempo de 2 minutos, se enjuago. 3 veces con agua estéril.

= Se sumergieron los segmentos de yemas apicales en Cobre Nordox 0,5% a
una concentracion de 1 g/litro, durante 15 minutos.

» Los segmentos de tallo fueron lavados tres veces, por dos minutos, con agua
estéril.

En la segunda parte, se probaron seis tratamientos en dosis combinadas de la auxina
acido Indoacético (AIA) y la citoquinina 6-bencilaminopurina (BAP) en diferentes
concentraciones incluyendo el testigo sin fitohormonas. Se utilizé el Disefio
Completamente al Azar (DCA) para evaluar las variables: longitud de la yema y
porcentaje de sobrevivencia y el Diseno Bloques Completos al Azar (DBCA) para la
variable numero de tubos contaminados. Se realizaron diez repeticiones y cuatro tubos
de ensayo por unidad experimental. Cuando se encontraron diferencias significativas se
utilizé la prueba de Tukey al 5%.

Los segmentos de yemas preparados dentro de la camara de flujo laminar, se
insertaron en medio de cultivo; los tubos de ensayo se sellaron con papel de aluminio y
se trasladaron al cuarto de crecimiento con una humedad relativa del 50% y una
temperatura de 23°C, con un fotoperiodo de 13 horas luz y 11 horas de
oscuridad.

El ADEVA detectd diferencias significativas al 1% en la variable Numero de tubos
contaminados debidas a bloques (dias). Al no encontrar diferencias entre tratamientos,
se concluyd que los componentes del medio no influyen en la contaminacién. En la
variable Longitud de yemas se detectaron diferencias significativas atribuidas a
tratamientos. C4 (2.5mg/l BAP x 1.mg/l AlA) alcanz6 la media mas alta con 1,34cm de
longitud y la presencia de raices, obteniéndose de esta forma una vitro-planta completa.
En cuanto a la Sobrevivencia de los segmentos yemas axilares, no se detectaron
diferencias significativas. C4 obtuvo el 99.99% de sobrevivencia.

Se recomienda utilizar el Protocolo de desinfeccidn desarrollado, para estudios de
multiplicacion in vitro de Cordiaalliodora; probar la longitud de los segmentos de yemas



axilares para el proceso de incubacion; evaluar el comportamiento de la vitro-planta en
las fases de micropropagacion y acondicionamiento ex —vitro; y, asegurar la idoneidad
del material a utilizar, mediante la ejecucion de un programa de desinfeccion de plantas
madre.

Palabras clave: Cordia alliodora, explantes, yemas apicales y axilares, protocolo de
desinfeccion cultivo” in vitro”.

INTRODUCCION

El Ecuador ha planteado implementar y ejecutar un plan nacional de forestacion
y reforestacion que contempla plantaciones para la proteccion y conservacion de
sistemas agroforestales y plantaciones comerciales e industriales con el fin de
convertir al Ecuador en una potencia forestal. Una de las especies seleccionadas:
Cordiaalliodora, nativa de la region, tienen un alto uso y valor comercial, es de
crecimiento rapido y el objetivo del programa es utilizar material genético de origen
certificado, que garantice la calidad de los productos maderables y certificar la
propagacion con grado de calidad genética comprobado. (Cevallos G, Victores
Pérez M, 2009)

Actualmente la atencion esta centralizada en aprovechar la ventaja que presenta la
metodologia de propagacion rapida mediante el cultivo de tejidos. La
micropropagacion in vitro es una técnica del cultivo de tejidos vegetales que consiste
en la multiplicacion de plantulas a partir de apices meristematicos en un medio
nutritivo artificial. Luego, mediante la adicion de reguladores del crecimiento al medio
de cultivo, se estimula la multiplicacién y obtencién de plantas completas debido a la
totipotencia de las células vegetales. Una de las principales aplicaciones de esta
técnica es la obtencién de plantulas uniformes, libres de enfermedades y con una
mayor taza de produccién de plantas por unidad de tiempo (Alvarez, 1994).

La propagacion vegetativa se ha aplicado en varias especies para incrementar la
productividad y resolver problemas con la semilla o de la produccion y puede realizarse
a través de varias técnicas entre las que se encuentra el cultivo de tejidos. Dentro de
esta metodologia, la micropropagacion ha sido la mas difundida y con aplicaciones
practicas comprobadas, la que a pesar de ser una técnica recientemente aplicada a la
rama forestal, se ha insertado en los programas de mejoramiento para la propagacion
de clones a alto valor genético (Zobel, 1993: Kijkar,1995; Aloisio y Comerio,1997)
Citado por Garcia, 2000.

Cordiaalliodora(Ruiz &Pav.) Oken(1833),de la Familia Boraginacea,es una de las
especies mas cultivadas en plantaciones forestales en el mundo y especialmente en el
tropico, es de rapido crecimiento y su madera es altamente cotizada en el mercado, el
poder de rebrotar es tipico de muchas especies de esta familia, su propagacion es
asexual y sexual, se encuentra en zonas de litoral humedo, subhumedo y secos en
su habitad natural. (Boshier y Lamb 1997).



El cultivo in vitro se perfila como una serie de técnicas alternativas para la
reproduccion de Laurel Cordiaalliodora bajo condiciones asépticas controladas. La
propagacion masiva in vitro de Cordiaalliodora, ya sea por medio de semillas o
tejidos, produce altos niveles de multiplicacion en periodos de tiempo cortos,
ademas asegura la sanidad del material en multiplicacién. Por lo tanto, el cultivo
in vitro se perfila como una respuesta alternativa para el problema de las
especies en peligro de extincion y en el mantenimiento de hibridos de gran valor.

conociendo esta realidad el presente trabajo tuvo la finalidad de contribuir con
un aporte investigativo y cientifico cuyo proposito fue establecer una Metodologia para
la Propagacion de Cordiaalliodoraen la Micro region Sur de Manabi, Ecuador como
contribuciéon a un programa de mejoramiento genético.

Objetivo General:

Establecer una metodologia para la propagacion vegetativa de la especies
Cordiaalliodora, que permita  multiplicar genotipos seleccionados mediante un
programa de mejora genética en la Micro regién Sur de Manabi.

Objetivos Especificos.

o Establecer las condiciones adecuadas para lograr el enraizamiento y desarrollo
de esquejes de las especies Cordiaalliodora.

e Establecer los métodos de desinfeccion adecuados que permitan iniciar el
cultivo “in vitro” partiendo de explantes vegetativos y semillas tomados de arboles
crecidos en el campo.

e Optimizar los medios de cultivos, balances hormonales, uso de bioactivos y
condiciones fisicas para la multiplicacién, desarrollo y enraizamiento “in vitro” de
las especies Cordiaalliodora.

e Determinar las condiciones adecuadas que permitan aclimatar las vitroplantas
de Cordiaalliodora.

e Validar la metodologia propuesta para propagar genotipos seleccionados de
Cordiaalliodora.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion del ensayo

La fase de laboratorio se realizo en las instalaciones del laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales, de la Universidad Estatal del Sur de Manabi, ubicada en la parroquia
Jipijapa, canton Jipijapa, provincia de Manabi.

Material Vegetal



Se utilizaron como fuente yemas apicales, de Laurel Cordiaalliodora, provenientes del
invernadero el “ANGEL”, ubicado en la carretera via al canton Santana, tomando en
cuenta factores como: condiciones fitosanitarias vy fisioldgicas

Cultivo in vitro
Yemas apicales y desinfecciéon

Se utilizaron como explantes yemas axilares entre (3cm de longitud) vigorosos y
vegetativos con una yema axilar.

El proceso de desinfeccion del material vegetal fue el siguiente:

o Los segmentos de yemas axilares fueron lavados y sumergidos con agua
corriente y jabén liquido en una solucion de 50ml/litro, durante 30 minutos.

o Se colocaron los segmentos de yemas axilaresen acido ascérbico3%,se enjuago
3 veces con agua estéril.

o Con detergente se enjuago en un tiempo de agitacion 10 minutos vy luego
seenjuago 5 veces con agua estéril.

o Fungicida Cobre Nordox 0,5%1g/l con un tiempo de agitacion 15 minutos y se
enjuago 1 vez con agua estéril.

o Se aplicé tego 1% + agua estéril con tiempo en agitacion15 minutos y se
enjuago1 vez con agua esteéril.

o En etanol 70% durante 30segundo tiempo 5 minutosNAOCI20% + 5 gotas
detween durante un tiempo de 2 minutos, se enjuago.3 veces con agua estéril.

o Se sumergieron los segmentos de yemas apicales en Cobre Nordox 0,5% a
una concentracion de 1 g/litro, durante 15 minutos.

o Los segmentos de tallo fueron lavados tres veces, por dos minutos, con agua
estéril.

a) Desinfeccion de los segmentos de yemas axilares y obtencién de yemas
axilares de cordiaalliodora.

1 Los segmentos de yemas axilares fueron sumergidos por un minuto en cloro
10% 30 minutos se agité ocasionalmente y se enjuago tres veces con agua estéril.

1 Los segmentos de yemas axilares se colocaron en bicloruroal 0.05 % durante 5
minutos se agitdé ocasionalmente y se enjuagé tres veces con agua estéril durante tres
minutos.

1 Se realizd un core transversal utilizando la parte media del segmento de
yemas axilares , para obtener un segmento nodal con su respectiva yema en estado
latente, en una longitud 2cm a partir del entrenudo a cada lado, para evitar su deterioro.

Diseiio Experimental



Los datos se analizaron aplicando Analisis de la Varianza a un criterio de clasificacion
(disefio completamente al azar), para todas las variables a excepcion de la variable
nuamero de tubos contaminados. Los tratamientos contenian diferentes dosis de
Sacarosa 30 g/l Vitaminas Gamborg Cisteinam25 mg/L 6-bencilaminopurina (BAP)
0.5concentracion (mg/L) y AIA  acidoindoacético (AIA) excepto el testigo. Se
utilizaron seis tratamientos, diez repeticiones, cuatro tubos por unidad experimental.
La prueba de tukey al 5% fue aplicada en el caso de encontrar diferencias
significativas y DMS al 5% para la variable numero de tubos contaminados. Las
variables analizadas fueron: numero de tubos contaminados, longitud de yema Y
sobrevivencia.

Preparacion de Medios de Cultivo

1 Se prepar6 medio MurashigeSkoog (MS), 200ml para cada tratamiento
utilizando los seis stocks, sacarosa y agar.

1 Se adiciono las fitohormonas; acidoindoacético (AlA) y 6Bencilaminopurina (BAP)
en dosis diferentes excepto el testigo. (Cuadro 1).

1 Se regulé el pH a 5.5 con acido sulfurico (H2SO4) en una concentracién de
0,0001ppm, e hidroxido de Sodio (NaOH) en la misma concentracion.

1 El medio de cultivo fue calentado para luggo adicionar sacarosa a una
concentracion de 30gr/

1 El medio de cultivo se repartié en 40 tubos de ensayo 5ml/tubo.

1 Los tubos de ensayo se sellaron con papel aluminio y se colocaron en la
estufa para su esterilizacion en el autoclave a 15 libras de presion durante
quince minutos.

1 Los tubos de ensayo fueron llevados a la almacén de medios cultivos durante una
hora previo a su utilizacion.

1 Los segmentos nodales de yemas de axilares se colocaron en medio de culivo.

1 Los tubos de ensayo se sellaron con el fin de evitar contaminacién y
deshidratacion de los segmentos nodales.

7 Los tubos fueron trasladados al cuarto de crecimiento con una humedad
relativa del 50% y una temperatura de 23°C, con un fotoperiodo de 13 horas luz
y 11 horas de oscuridad.

Preparacion de Medios de Cultivo

MS Nombre de reactivo Formulacion Concentracion Stock

mg/L Mg/L




Macros 500 mL Tomar 25 mL Ammoniumnitrate NH4NO3 1650 33000
Potassiumnitrate KNO3 1900 38000
Magnesium sulfate MgS0O4 180.7 3614
Potassiumphosphatemonobasic MnS0O4.H20 170 3400
Micros 200 mL Tomar 10 mL
CaCl2 - 200 mL /10 mL Calcium chloride anhydrous CaCl2 332.2 6644
Fe-EDTA -200 mL /10 mL Na2-EDTA Na2-EDTA 37.26 745.2
Ferrous sulfate « 7H20 FeS04.7H20 27.8 556
Kl -200 mL /10 mL Potassium iodide Kl 0.83 16.6
VitaminasGamborg 200 mL / | Inositol 100 2000
10 mL Acidonicotinico 1 20
Piridoxina Hcl 1 20
Tiamina Hcl 10 200

Dosis de BAP y AIA

TRATAMIENTOS | BAP versus AIA
C1 0*x 0*
C2 0.5*x 0.3*
C3 1.5* x 0.3*
C4 2.5*x1.5"
C5 3*x 0*
C6 0.5* x0.1*
*mg/l

RESULTADOS Y DISCUSION

EFECTO DE LA CITOQUININA 6-BENZILAMINOPURINA (BAP) Y LA AUXINA
ACIDO INDOL ACETICO (AIA) EN LA FASE DE INTRODUCCION

Numero de Tubos contaminados.

El analisis de varianza, determiné que existe una diferencia significativa al 1% para
dias. No se detectaron diferencias significativas para tratamientos, por lo que se
asume que los componentes de cada formulacion no influyeron en la
contaminacion de los segmentos nodales. El coeficiente de variacion fue del 30%.



Prueba de significacion de DMS al 5% para dias.

DIAS MEDIAS RANGOS
21 9.7 A

14 5.20 B

7 1.70 C

La prueba DMS al 5% para tratamientos detectd la presencia de tres rangos. En
el primer rango se ubico los 21 dias, en el segundo los 14 dias y en el tercero los 7
dias en que fueron evaluados el numero de tubos contaminados.

Esto permite sefialar que a medida que transcurre el tiempo, también se incrementa el
numero de tubos contaminados. Basicamente, hasta el momento se puede afirmar
que la contaminacion fue causada por hongos y bacterias pues se evidencid la
presencia de los dos estad contaminacion estaria atribuida a que el material vegetal
empieza a necrosarse en la cicatriz de corte, sitio en el cual se observo la
contaminacion.

Explantes Contaminados
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Porcentaje de contaminacion a los 7, 14 y 21 dias en segmentos de yemas axilares de

Cordiaalliodora.

Longitud de yemas

TRATAMIENTOS | MEDIAS
C1 1.16
C2 1.23
C3 1.26
C4 1.34
C5 1.27
C6 1.20

En el analisis de varianza detectdé que existen diferencias significativas al 1% entre
tratamientos. El coeficiente de variacion fue del 8.29%. El promedio de longitud del
brote desarrollado a partir de la yema fue de 1.26cm.

Prueba de Tukey al 5% para longitud de yemas

TRATAMIENTOS | MEDIAS RANGOS
C4 1.34 A

C5 1.27 AB

C3 1.26 AB

C2 1.23 AB

C6 1.20 AB

C1 1.16 B

prueba de Tukey al 5% para tratamientos detectd la presencia de dos rangos. Siendo
los tratamientos que ocupan el primer rango C4, C5, C3, C2 y C6, los que desarrollaron
una mayor longitud de yema en relacién al C1 que ocupa el segundo rango.

El desarrollo de las yemas en los segmentos nodales fue evidente a los 14 dias de
haber sido tratados con reguladores de crecimiento. Se observé un mayor desarrollo de
yemas en el C4 en concentraciones de 2.5mg/litro de BAP y 1.5mg/litro de AIA que
alcanzdé un promedio de 1.34cm de longitud. Esto concuerda con lo encontrado por
(Murashige, T. y Skoog, F. A 1962) quienes reportaron un mayor crecimiento de yemas
a concentraciones combinadas para el establecimientoy la multiplicacion se empled el
medio de Murashige y Skoog semisdlido modificado, suplementado con AIA 3 mg.L-1 +
6-BAP 4 mg.L-1 (establecimiento)y con AIA 0.65 mg.L-1 + 6-BAP 4 mg.L-1
(multiplicacion).Tobacco, usando segmentos nodales como explantes.



Se hace evidente que existe una interaccion de las fitohormonas utilizadas con la
capacidad de absorcion de los tejidos por difusion, observacién que ya fuera sefialada
por lzquierdo, H.et al, (2002), quien trabajando con segmentos nodales de Allium
sativum L, expuestos a diferentes concentraciones de BAP y AIA, observd un
desarrollo de yemas distinto para cada formulacion, siendo capaz de sustituirla con
resultados superiores.
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Medias para la longitud de yemas cordia alliodora

Sobrevivencia

Porcentaje de sobrevivencia en la Fase de Introduccion

TRATAMIENTOS | MEDIAS
(%)

C1 935

C2 98.5

C3 94.0

C4 99.5

C5 98.2

C6 89.99

En el analisis de varianza determina que no existen diferencias significativas entre
tratamientos por lo que se considera que no hay influencia de los componentes de los
tratamientos en el porcentaje de sobrevivencia. El coeficiente de variacién fue del
10.99%.

A pesar de que T4 fue el tratamiento con mayor porcentaje de contaminacién, alcanzé
el 99.99% de sobrevivencia. Se puede afirmar que la contaminacion, al estar presente
en tejido necrosado de la cicatriz de corte ubicada fuera del medio no afect6 a la yema
en crecimiento ubicada en la parte central del segmento nodal, que se desarrolld



normalmente, mientras que, en los trabajos realizados por Recalde C, (2000),la alta
tasa de contaminacién se puede atribuir a tres aspectos importantes: mal manejo de la
planta donante o planta madre, probabilidad de que existan agentes enddégenos que no
son facilmente eliminados con una desinfeccion superficial y a la posicidén rastrera que
tiene la planta.

PORCENTAIJE DE SOBREVIVENCIA
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Porcentajes de sobrevivencia de los segmentos nodales a los 30 dias de duracién de la
Fase de Introduccién

CONCLUSIONES

El tratamiento fitosanitario aplicado a las plantulas de cordia alliodora previa su
introduccién es determinante para reducir la contaminacién en condiciones in vitro; la
aplicacién de 10 gramo/l de éxido cuproso con aplicaciones cada tres dias.

Las dos fitohormonas utilizadas en la fase de introduccion de Cordia alliodora., bajo
condiciones in vitro promovieron el crecimiento de las yemas en estado latente
consiguiendo consigo la formacion de una vitro-planta completa con la formacion de
raices.

En cuanto al numero de tubos contaminados el C6 obtuvo el menor porcentaje de
contaminacién en relacion de los demas tratamientos, debido a que no existid
necrosamiento en la cicatriz de corte, sitio donde se presenté la contaminacion por
hongos y bacterias en los demas tratamientos.



Se logré la mayor longitud de yemas con 2.5mg/l de 6- Benzilaminopurina (BAP) y
1.0mg/l de Acido Indolacético (AIA), correspondientes a C4 a pesar que fue el
tratamiento que presentd mayor contaminacidon con esto se concluye que la
contaminacion de los segmentos nodales no influye en su desarrollo, cuando esta no
sea proveniente del medio o por una mala desinfeccién de los segmentos nodales,
ademas se alcanzdé un desarrollo de raices consiguiendo la formacion de una
vitroplanta completa.

La mejor dosis de 6 — bencil amino purina (BAP) utilizada en la etapa de induccion fue
la de 2.5 mg/L y 1.0mg/l de Acido Indolacético (AlIA), que fue la adecuada para
regenerar brotes en los explantes de cordiaalliodora.

En lo que respecta a la variable porcentaje de sobrevivencia, no se detectaron
diferencias significativas, pero cabe recalcar que el tratamiento C4 alcanzé el 99.99%
de sobrevivencia al final de la Fase de Introduccion.

RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones acerca de cultivo in vitro de Cordia alliodora se recomienda
lo siguiente:

» En el establecimiento aséptico de las yemas de cordia alliodora la mejor
respuestas se obtuvo en el tratamientos de yemas axilares lavados y sumergidos
con agua corriente y jabén liquido en una solucién de 50ml/litro, durante 30
minutos, Se colocaron los segmentos de yemas axilares en acido ascorbico 3%,
se enjuago 3 veces con agua estéril, con detergente se enjuago en un tiempo
de agitacion 10 minutos y luego se enjuago 5 veces con agua estéril. Se aplico
Fungicida Cobre Nordox 0,5% 1g/l con un tiempo de agitacion 15 minutos y
se enjuago 1 vez con agua estéril, luego se aplicé tego 1% + agua estéril con
tiempo en agitacion 15 minutos y se enjuago 1 vez con agua estéril se aplico
etanol 70% tiempo 5 minutos, NAOCI 20% + 5 gotas de tween tiempo de 2
minutos, luego se enjuago 3 veces con agua estéril y se sumergieron los
segmentos de yemas axilares en Cobre Nordox 0,5% a una concentracion de 1
g/litro, durante 15 minutos, es el tratamiento 6ptimo para la desinfeccion de los
explantes de cordia alliodora en la fase de establecimiento del cultivo porque es
el tratamiento con el cual se obtuvieron el mayor numero de explantes sanos,
vivos y libres de contaminantes exdgenos.

= Se recomienda prolongar el tratamiento fitosanitario previo a la introduccion in
vitro de las yemas axilares de cordiaalliodora, usando concentraciones altas de
fungicida y ademas el uso de un fungicida sistémico.

e Transferir los segmentos nodales antes de los treinta dias para evitar la

contaminacion en la cicatriz de corte.



Realizar la preparacion de las plantas madre por lo menos tres meses dentro de
un ambiente adecuado, para que no existan problemas al momento de introducir
el material vegetal al cultivo in-vitro, para lo cual se necesita un invernadero con
acceso restringido y con riego localizado para cada planta y realizar la aplicacion
de fungicidas sistémicos para aumentar las probabilidades de éxito en la Fase de
Introduccion.

Probar con dosis intermedias de las Fitohormonas 6-Bencilaminopurina (BAP) y
Acido Indolacético (AIA) y comparar con los resultados ya obtenidos.

Para obtener el mayor indice de propagacién en la fase de multiplicacion de
cordia alliodora es necesario cultivar los brotes en un medio de cultivo que
contenga como base en su composicion las sales minerales de Murashige y
Skoog (MS, 1962), suplementados con 30 g/L sacarosa, 0.1 ppm AlA 'y 2.5 ppm
BAP, que corresponde al tratamientoC 4 en esta investigacion.

Se recomienda hacer un seguimiento de la preparaciéon de la planta madre o
planta donante en el invernadero, evaluando el programa de fumigacion y
fertilizacion que se aplica.

Los explantes, que se sembraron en el medio de cultivo y que presentaron
crecimiento de hongos y bacterias, si es posible se recomienda desinfectarlos
nuevamente y volverlos a sembrar en un medio de cultivo limpio para evitar una
excesiva pérdida de los explantes en la fase de establecimiento del cultivo.
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