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RESUMEN

Para la industria forestal de México Cedrela odorata es la especie de mayor importancia, con amplia demanda para el es-
tablecimiento de plantaciones comerciales, las cuales pueden ser cubiertas mediante propagacion in vitro de genotipos
sobresalientes. Se desarrolld un protocolo para propagacion in vitro de C. odorata, a través de yemas axilares, evaluando
efectos de diferentes medios de cultivo en fases de establecimiento, multiplicacion y enraizamiento de cinco genotipos
seleccionados de C. odorata. Con el medio MS adicionado con antioxidantes, bactericidas y auxinas se obtuvo 55% de
establecimiento, mientras que fase de multiplicacion el medio MS adicionado con mayor concentracion de auxinas favo-
recio la emision de brotes (95%) y todos los medios favorecieron la elongacion de los mismos. C odorata presentd buen
nivel de enraizamiento aun sin auxinas pero el medio MS adicionado con 0.1 ml L' de AB y0.1ml L~ de ANA fue superior
en la generacion de raics (12%), concluyendo que el efecto del medio de cultivo es determinante para el establecimiento,
multiplicacion y enraizamiento in vitro de C. odorata. Mientras que el genotipo una vez establecido tiene efecto en la

sobrevivencia y respuesta al enraizamiento.

Palabras clave: multiplicacion, enraizamiento, auxinas, medio MS.

ABSTRACT

For México's forestry industry, Cedrela odorata is the species of greatest importance, with ample demand for the establis-

hment of commercial plantations, which could be covered through the in vitro propagation of outstanding genotypes.
A protocol for in vitro propagation of C. odorata was developed through auxiliary buds, evaluating effects from different
cultivation mediums in the phases of establishment, multiplication and rooting of five C. odorata genotypes selected.
Establishment of 55 % was obtained with the MS medium complemented with antioxidants, bactericides and auxins, while
in the multiplication phase, the MS medium complemented with higher concentration of auxins favored the emission of
shoots (95 %), and all the mediums favored their elongation. C. odorata presented a good level of rooting even without
auxins, but the MS medium complemented with 0.1 ml -1 of AIB and 0.1 ml -1 of ANA was superior in root generation
(12 %), concluding that the effect of the cultivation medium is determinant for the in vitro establishment, multiplication

and rooting of C. odorata, while the genotype once established has an effect on the survival and response to rooting.

Keywords: Multiplication, rooting, auxins, MS medium.
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INTRODUCCION
(Cedrela odorata L.) es la es-

El Ced rO pecie de mayor importancia

comercial para la industria forestal de México (Quinto
et al, 2009). Su rentabilidad economica la hace atracti-
va para el establecimiento de plantaciones comerciales
(Ramirez et al,, 2008), y segun CONAFOR (2015) es la
especie maderable con mas hectareas establecidas en
territorio nacional. Para abastecer la demanda de plan-
ta para plantaciones comerciales, sera necesario con-
tar con germoplasma de origen genético conocido,
seleccionados de acuerdo a caracteristicas de interes
que garanticen buen rendimiento (Sanchez et al.,, 2003).
Mediante la propagacion vegetativa se obtienen plantas
con identidad genética idéntica de los arboles de proce-
dencia (Kumar, 2007), y las técnicas mas usadas son el
enraizamiento de estacas, acodado, injerto y micropro-
pagacion (Pefia et al., 2010; Hannrup et al,, 2008). Para la
produccion comercial de clones de genotipos sobresa-
lientes de C. odorata, la propagacion in vitro es una pro-
puesta viable desde el punto de vista técnico y econo-
mico (Ewald et al., 2000; Pefa et al.,, 2010), y consiste en
producir plantas a partir de pequefias porciones de teji-
dos, cultivadas asepticamente donde se puede controlar
estrictamente las condiciones ambientales, sanitarias y
de nutricion para la produccion de un gran numero de
plantas en espacios reducidos y en cualquier época del
ano (Borges et al., 2011; Gonzalez et al,, 2012). Para pro-
pagar C. odorata y otras especies tropicales se ha usa-
do el medio Murashige & Skoog (MS) (Mukherjee et al.,
2010), sin embargo, no existe un protocolo que garanti-
ce el éxito con porcentajes aceptables de propagacion.
Segun Pérez et al. (2012), los principales problemas para

el establecimiento in vitro de C. odorata es la contami-
nacion durante el establecimiento y recalcitrancia de los
explantes en las fases de multiplicacion y enraizamiento.
C. odorata se encuentra incluida en la lista de especies
en riesgo sujeta a proteccion especial en la NOM. 059
(SEMARNAT, 2010), razoén por la cual su conservacion,
propagacion y uso sustentable cobra especial importan-
cia (Muellner et al,, 2009). Con base en lo anterior, se
desarrolld un protocolo para la propagacion clonal de
cinco genotipos selectos de C. odorata, a traves de api-
cesyyemas axilares, probando diferentes medios de cul-
tivo durante las fases de multiplicacion y enraizamiento.

MATERIALES Y METODOS

Fase de establecimiento
Se utilizaron yemas y apice de plantas establecidas por

semilla de C. odorata, recolectada en mayo del 2012 de
la familia 99 del Huerto semillero del Campo Experimen-
tal El Palmar, del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). La siembra se
realizd en abril 2013, en condiciones de invernadero en
el Colegio de Postgraduados, Texcoco, estado de Méxi-
co. Como sustrato se usd una mezcla de turba, agrolita
y vermiculita (2:1:1) contenida en tubetes de polietileno
de un litro de capacidad con la adicion de 10 gr_1 de
fertilizante de liberacion controlada por tubete. La ger-
minacion se inicio a los 15 dias, y se completd a los 35
dias, obteniendo un 95% de germinacion. Después de
ano y medio la planta fue llevada al invernadero del Cen-
tro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG), Tepatitlan,
Jalisco, México, donde se le dio un manejo de riegos
frecuentes y con aplicacion foliar de fungicida (captan®
1g L™Y cada mes. Para estimular la formaciéon de ma-
terial juvenil se realizaron tres podas cada dos meses a
una altura de 6 cm sobre el cuello de raiz. Después los
brotes sin lignificar que tuvieron una longitud mayor a 25
cm y diametro de 1 cm, fueron recolectados y se elimi-
naron los foliolos. Finalmente, los brotes se seccionaron
en explantes de aproximadamente 5 cm de largo vy lle-
vados al laboratorio. Los explantes fueron lavados con
jabon en agua corriente por 10 min y se enjuagaron tres
veces con agua destilada, sequidamente, se dejaron 60
minutos en Captan® (3 g LY, se enjuagaron tres veces
con agua destilada, se trataron con etanol al 70% durante
un MiNuUto y enjuagaron tres veces con agua destilada.
Posteriormente, se dejaron en inmersion en cloro al 30%
durante 18 minutos. Finalmente, en la campana de flujo
laminar se les aplicaron tres enjuagues con agua estéril.

Se probaron dos medios de cultivo, utilizando como
base el medio Murashigue y Skoog (MS) (1962) con 4.43
g L~%. Al medio uno (ME-1) se les adicionaron 9 g L~! de
agar, 30 g L~! de sacarosa, 2 g L~! de carbon activado, 1
g L™t de Polivinilpirrolidona (PVP) como antioxidante y 1
ml L™* de Plant Preservative Mixture (PPM) como agente
biocida. Para el medio dos (ME-2), ademas de los ante-
riores, se le adicionaron 1 ml L™ de benciladenina (BA)
y 0.01 ml L™* de acido indolacético (AIA). El pH de los
medios se ajusto a 5.7 y mediante un despachador se va-
ciaron 10 ml de medio a los tubos de ensayo y después
fueron esterilizados. La siembra de explantes se realizo
en condiciones asépticas en campana de flujo laminar.
Las explantes se disectaron en cajas petri con bisturi es-
téril para obtener secciones nodales de 1 cm con una
yema. Se sembro un explante en cada tubo de ensa-
yo, después fueron sellados con parafilm y etiquetaron.
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Posteriormente fueron colocados en la camara de incu-
bacion a 24+2 °C con fotoperiodo de 16 horas luz, usan-
do lamparas de alogeno con una intensidad luminica de
28.05 umol m=? st y 8 h de oscuridad. La siembra se
realizo el 25 de mayo 2015, y durante un mes se realiza-
ron conteos y determino el porcentaje de contamina-
cion, asi como, explantes vivos y muertos.

Fase de multiplicacion

Se utilizaron los brotes viables desarrollados en la fase
de establecimiento. Se seleccionaron cinco familias (1, 5,
6. 39 y 59) para evaluar su respuesta a la multiplicacion
en cinco medios de cultivo. Se evaluaron cinco medios
de cultivo, el primero: medio Murashigue y Skoog (MS)
(1962) (MM-1); el segundo, medio MS adicionado con
0.5ml L™t de BAy 0.05 ml L™ de 4cido naftalenacético
(ANA) (MM-2); el tercer medio, MS adicionado con 1 ml
L=  de BAy 0.1 mL L™ de ANA (MM-3), el cuarto medio;
MS adicionado con 2 ml L™! de BAy 0.2 ml L™! de ANA
(MM-4) y el quinto medio MS adicionado con 4 ml L™t
de BAy 04 ml L™! de ANA (MM-5). A los cinco medios
anteriores se les adicionaron 9 g L™t de agar, 30 g L1 de
sacarosay 2 g L™ de carbon activado. El pH de los me-
dios se ajusto a 5.7 y mediante un despachador se depo-
sitaron 10 ml de medio a los tubos de ensayo, los cuales
después fueron esterilizados. La siembra de explantes se
realizd en condiciones asépticas en la campana de flujo
laminar, disectandolos en cajas petri con bisturi estéri-
les para obtener apices de 1 cm y sembar uno por cada
tubo de ensayo, después fueron sellados con parafilm
y etiquetaron. Posteriormente fueron colocados en la
camara de incubacion a 242 °C con un fotoperiodo
de 16 horas luz, usando ldmparas de aldgeno con una
intensidad luminica de 28.05 umol m~? s~L La siembra
se realizo entre el 29 de junio 2015, y durante dos me-
ses se realizd conteo diario y determind el porcentaje de
contaminacion, cantidad de apices vivos, desarrollados
y enraizados.

Fase de enraizamiento

En ésta fase se utilizaron los brotes, correspondientes a
las mismas familias evaluadas que sobrevivieron y desa-
rrollaron en la fase de establecimiento para evaluar su
respuesta al enraizamiento en cinco medios de culti-
vo. el primero: medio Murashigue y Skoog (MS) (MR-1)
(1962); el seqgundo medio: MS adicionado con 0.05 ml
L™ de &cido indolbutirico (AIB) y 0.05 ml L™! de ANA
(MR-2); el tercer medio: MS adicionado con 0.1 ml L™}
de AIBy 0.1 ml L™! de ANA (MR-3); el cuarto medio MS
adicionado con 0.15 ml L™t de AIBy 0.15 ml L™t de ANA
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(MR-4) y el quinto: MS adicionado con 0.2 ml L7t de
ABy 0.2 ml L~ de ANA (MR-5). A los cinco medios an-
teriores se les adicionaron 9 g L~ de agar, 30 g L™t de
sacarosay 2 g L~! de carbon activado. El pH de los me-
dios se ajustd a 5.7 y mediante un dispensador ajustable
se depositaron 10 ml de medio a los tubos de ensayo,
los cuales después fueron esterilizados para sembrar
los explantes en condiciones asépticas en campana de
flujo laminar, disectando en cajas petri con bisturi esteéril
para obtener dpices de 1 cm y sebrar un apice en cada
tubo de ensayo. Las condiciones de incubacion fueron
iguales a las registradas en la fase de multiplicacion.
La siembra se realizd el 2 de julio 2015, y durante dos
meses se realizd conteo y determind el porcentaje de
contaminacion, cantidad de apices vivos, desarrollados
y enraizados.

Disefio experimental

En todos los experimentos se utilizo un disefio comple-
tamente al azar con arreglo factorial de tratamientos;
para el establecimiento fue de 5% 2 (cinco familias y dos
medios) con 40 repeticiones, para la multiplicacion y en-
raizamiento fueron 5x5 (cinco familias y cinco medios
de cultivo) con 10 repeticiones. Los datos registrados no
cumplieron con los supuestos de normalidad, por lo que
previo al analisis de varianza la variables de porcentaje (Y)
fue transformada con la funcidn arcoseno de la raiz cua-
drada del valor original expresado en fraccion decimal
|:T =arcoseno(\/7)]. La variable numero de brotes fue
transformada con la funcion logaritmo, [T =logjq (V)]
. Posteriormente los valores promedio fueron nueva-
mente transformados a las unidades originales, con la
funcion [Y =100 seno? (T)] para la variable porcentaje y
con la funcion [Y =10" para la variable de conteo (Itoh
et al., 2002; Syros et al., 2004; Ruiz et al., 2005; Mufioz
et al, 2009). Se realizd una comparacion multiple de
medias de Tukey (p<0.05). Los analisis se realizaron con
el programa estadistico SAS (2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la fase de establecimiento el efecto del medio de cul-
tivo resulto significativo (p=<0.05), en la sobrevivencia de
los explantes. Para la fase de multiplicacion el efecto del
medio resulto significativo (p<0.05) en la sobrevivencia,
enraizamiento y longitud del brote. Mientras que el ge-
notipo fue significativo para la generacion de raiz. En la
fase de enraizamiento el efecto del medio resulto sig-
nificativo (p<0.05) en la sobrevivencia y enraizamiento,
mientras que el genotipo fue significativo en la sobre-
vivencia (Cuadro 1). Las interacciones entre los medios
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Cuadro 1. Valores de P del analisis de varianza de las variables consideradas en el establecimiento, multiplicacion y enraizamiento
in vitro de Cedrela odorata L.

Brotes ‘ Contaminacion

Fuente ) : )
numero longitud Bacterias

Establecimiento

0.045%* 0273 0182 0274 0892 0439 0671
0340 0162 0381 0328 0294 0452 0519
Medio*Genotipo 0.629 0450 0.327 0456 0427 0.394 0.712

e[ ooo [ oooe [ [ oo [ [ - ] - |
[conops |0z | oo | | oow | - | - | - |
vesoeraipe | oms | oams |- | e | - | - | - |
veso [ oooer [ oowe [ - [ eaw [ - [ - ] - |
[Conotor | ooar | osms | | oma | - | - | - |
vesoenaine | oz | osw | | oss | | | |

** Con diferencias significativas (p<0.05).

de cultivo y genotipos no fueron significativas en las diferentes fases de la En el establecimiento de yemas de

propagacion in vitro. C. odorata se obtuvo 50 % de sobre-

vivencia, atribuido a la adicion del
Fase de establecimiento antioxidante (PVP) al medio de cul-
Con el ME-2 los porcentajes de supervivencia mejoraron 10% respecto al ME- tivo que evito el deterioro y muerte

1. Mientras que el establecimiento de cinco familias (genotipos) no presento del tejido. Concepcion et al. (2005)
diferencias significativas para la supervivencia (Cuadro 2). En los porcentajes mencionan que la adicion de antio-

de contaminacion no se presentaron diferencias significativas, sin embargo, xidantes como el PVP limita la exu-
la contaminacion de hongos fue dos veces mas alta que la de bacterias y dacion de compuestos fenolicos al
nueve veces mas que la necrosis (Cuadro 2). medio de cultivo y que las yemas de

Cuadro 2. Valores medio y error estandar para determinar el efecto del medio de cultivo y el genotipo en la fase de establecimiento in
vitro de Cedrela odorata L.

Bro 5S Brotes Contaminacio
Factor

Medios

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05). M: medio, F: familia, CV: coeficiente de variacion.
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brotes juveniles poseen el menor contenido de fenoles.
Azofeifa (2009) menciona que el establecimiento in vitro
especialmente en especies lefiosas esta limitado por la
ocurrencia de oxidacion de explantes en medio de cul-
tivo. También menciona que las principales estrategias
para evitar o disminuir los problemas oxidativos son el
uso de explantes juveniles, subcultivos frecuentes, uso
de adsorbentes como carbon activado y antioxidantes,
entre otros.

La contaminacion por hongos y bacterias se presento
a pesar de los tratamientos preventivos de desinfeccion
y adicion al medio de PPM. En el caso de Saccharum
oficinarum L., Digonzelli et al. (2005) menciona que PPM
en concentracion de 0.25 ml L™* controlo la contamina-
cion por bacterias. De acuerdo con Valverde et al. (2008)
es frecuente observar la contaminacion de bacterias en
el cultivo in vitro de C. odorata, lo que hace suponer
presencia intracelular. En el caso de Cedrela salvado-
rensis Standl, el mejor método para la desinfeccion fue
con cloro al 3% por 10 minutos con solo 10% de conta-
minacion; aungue en éste caso se utilizaron materiales
mas juveniles de sélo ocho meses de edad (Soto et al.,
2010). En esta investigacion, probablemente la habilidad
del operador al momento de la siembra pudo generar la
contaminacion en los medios, ademas, se debe consi-
derar incrementar la concentracion de PPM.

Cuadro 3. VValores estadisticos del efecto de medio de cultivo y genotipo en la fase

de multiplicacion in vitro de Cedrela odorata L.

Factor
Con brotes Con raiz
Medios

92+3 Db

1000 a 60+5ab | 155+027 b

V 5
4. 4.

85+4 a3 68+4 b

Longitud (cm)

8
°)

.02=+0.
+ 76=x0.

Se generd en promedio 1.2 brotes por explante con
longitud media de 1.85 cm. De acuerdo con Pefia et al.
(2010) la adicion de BA al medio de cultivo estuvo re-
lacionado con mayor cantidad de brotes. Mientras que
la elongacion de los mismos se vio favorecida por gran
cantidad de nitrdgeno y potasio que tiene el medio MS
(Flores et al., 2011).

Fase de multiplicacidon

El MM-3 fue significativamente superior en la superviven-
cia (100%) de los explantes y buen porcentaje de explan-
tes con brotes, pero no favorecio el desarrollo de raiz;
mientras que el MM-4 presentd los valores mas bajos en
sobrevivencia, generacion de brotes vy raiz (Cuadro 3).
Respecto a la elongacion de brotes, el MM-5 fue signi-
ficativamente superior en mas de 0.7 cm. En ésta fase
el genotipo fue determinante en la generacion de raiz,
siendo significativamente superior la familia 59 con mas
de 10%, mientras que para sobrevivencia, generacion
y longitud de brotes no hubo diferencias significativas
(Cuadro 3).

En esta fase, el 87% de los explantes formaron brotes de
1.84 cm de largo, lo que pudo deberse a que el medio
MS contd con altos contenidos de nitrogeno y potasio
(Flores et al,, 2011). De acuerdo con Rout et al. (2001) en
Paulownia tomentosa la adicion de ANA al medio de cul-
tivo MS con BA, favorecio la tasa de mul-
tiplicacion y elongacion de brotes. El ge-
notipo no tuvo diferencias significativas
en la respuesta a la brotacion, pero si en
la respuesta a enraizamiento. El carbon
activado en el medio de cultivo pudo
haber favorecido el enraizamiento de los
explantes, ya que de acuerdo con Basto
et al. (2012), la adicion de carbon acti-
vado en el medio de cultivo en Cedrela
montana (Moritz ex Turcz) estimuld la
formacion de raices de los explantes.
Ademas, Flores et al. (2011) mencionan
que el carbon activado fomenta una ma-
yor aireacion genera un medio 0Oscuro
que propicia el desarrollo de las raices y
absorbe sustancias inhibidoras indesea-
bles como etileno o pigmentos toxicos.

Brotes

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05). M: medio,

F: familia, CV: coeficiente de variacion.
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o

Fase de enraizamiento

En ésta fase, el medio de cultivo presen-
to diferencias significativas en el porcen-
taje de sobrevivencia y generacion de
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raiz. El MR-3 presento el mayor va-
lor y fue significativamente superior
en la generacion de raices en 12%
(Cuadro 4). Referente a sobreviven-
cia, el genotipo presento diferencias
significativas, siendo la familia 59
superior con un 8%. Mientras que
no se encontraron diferencias sig-
nificativas en cuanto a generacion
de brotes y raiz. En el caso de longi-
tud de brotes, el medio de cultivo y
genotipo no registraron diferencias
significativas (Cuadro 4).

El 77.6% de los explantes generaron
raices, y respecto a ello, Millan et al.
(2011) mencionan que C. odorata
presenta buena capacidad de en-
raizamiento aun sin auxinas, pero
la aplicacion exdgena de éstas, au-
mentan el porcentaje de enraiza-
miento, siendo significativamente
superior con la aplicacion de AIB en
el medio de cultivo (Figura 1).

En un hibrido de almendro con du-
razno H1, Parada y Villegas (2009)

mencionan que aumentar la con-
centracion de AIB aumenta el nu-
mero de raices. Joshi et al. (2003)
en un medio MS suplementado
con 1 mg L™t de AIB obtuvieron
75% de enraizamiento en eucalipto
(Eucalyptus spp.). En brotes de cao-
ba (Swietenia macrophylla) en un
medio de cultivo MS al 50% con di-
ferentes concentraciones de ANA,
no se favorecio el enraizamiento
(Carranza et al., 2003).

CONCLUSIONES
E l fase de estableci-
n a miento el uso de
materiales juveniles en el medio
MS adicionado con antioxidantes,
desinfectante y auxinas favorecio
la sobrevivencia de explantes. Para
la fase de multiplicacion el medio
MS adicionado con 1 ml L™ de BA y
0.1 ml L™t de ANA fue significativa-
mente superior en la sobrevivencia,
mientras que la elongacion de los
brotes el uso del medio MS adicio-
nado con 4 ml L™ de BA 'y 0.4 ml

Cuadro 4. Valores estadisticos del efecto de medio de cultivo y genotipo en la fase de enrai-

zamiento in vitro de Cedrela odorata L.

Con raiz

85+5a

806 a 111+0.18 a

CV (%)

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05). M: medio, F: fami-

lia, CV: coeficiente de variacion.

L~! de ANA fue significativamente
superior. En la fase de enraizamien-
to el medio MS adicionado con 0.1
ml L™t de AIB'y 0.1 ml L™t de ANA
presento la mayor sobrevivencia y
fue significativamente superior en
generar raices en 12%, por lo que
se puede concluir que el efecto del
medio de cultivo y el genotipo es
determinante para la propagacion
in vitro de C. odorata.
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Figura 1. Fase de establecimiento: A: corte de yemas. B: establecimiento de yemas. C-D: crecimiento y
desarrollo de brotes. Fase de multiplicacion: E: corte de apices. F: establecimiento de apices. G: crecimiento
y desarrollo de brotes con raiz. Fase de enraizamiento: H: corte de apices. I: establecimiento de apices: J
crecimiento de apices y K: brotes con raices desarrolladas
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