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RESUMEN

La especie mas importante para la industria forestal de México, es Cedrela odorata L., sin embargo, los problemas con
plagas, baja produccion de semillas y baja viabilidad durante el almacenamiento ponen en riesgo a la especie. Es necesario
evaluar técnicas para la germinacion in vitro para obtener material aséptico para generar protocolos para la propagacion
masiva de materiales selectos de cruzas controladas y ganancia genética. Se evaluo el efecto de la escarificacion en
semillas de nueve familias superiores de un huerto semillero sexual extinto y su germinacion en diez medios de cultivo.
Se prepararon cinco medios: Murashigue y Skoog (MS), Medio Woody Plant (WPM), Medio Gambor (B5), Medio Schenk
y Hildebrand (SH) y Agua destilada (AD). De los cuales se prepard una réplica a lo que se les adiciond carbon activado
para obtener diez medios. La escarificacion de semillas fue el mejor tratamiento con 52.8% de germinacion y menor
contaminacion. El medio MS mas carbon activado registrd la mayor germinacion (59.5%). Se presentaron diferencias
significativas entre familias para germinacion y contaminacion. En las interacciones entre factores, la escarificacion de las

semillas en el medio MS con carbon activado fue la mejor para germinacion; representado en tres familias.
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ABSTRACT

The most important species for the forestry industry in México is Cedrela odorata L., however, the problems with

pests, low seed production and low viability during storage place the species at risk. It is necessary to evaluate
techniques for in vitro germination to obtain aseptic material to generate protocols for the massive propagation
of select materials of controlled crosses and genetic gain. The effect of scarification on seeds from nine
superior families from an extinct seed garden and their germination in ten growth media was evaluated.
Five media were prepared: Murashigue and Skoog (MS), Woody Plant Medium (WPM), Gambor Medium
(B5), Schenk and Hildebrand Medium (SH) and distilled water (AD). With these, a copy was prepared
to which activated carbon was added to obtain ten media. The scarification of seeds was the best
treatment with 52.8 % of germination and less contamination. The MS medium plus activated
carbon showed the highest germination (59.5 %). Significant differences were found between
families for germination and contamination. In the interactions between factors, seed scarification

in MS medium with activated carbon was the best for germination, represented in three families.

Keywords: propagation, activated carbon, multiplication.
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INTRODUCCION
odorata L. es una de las espe-

Ce dre[ cies mas atractivas por su ren-

tabilidad econdmica (Ramirez et al, 2008), lo que la
convierte en la de mayor importancia comercial para
la industria forestal de México (Quinto et al., 2009). Ac-
tualmente se encuentra incluida en la lista de especies
en riesgo sujeta a proteccion especial en la NOM. 059
(SEMARNAT, 2010), razon por la cual su conservacion,
propagacion y uso sustentable cobra especial impor-
tancia (Muellner et al, 2009). Rodriguez y Diaz (2011)
mencionan que los principales problemas que limitan
el éxito de ésta especie son: baja produccion de se-
millas, susceptibilidad al ataque de Hypsipyla grandella
Zeller, dispersion corta de sus semillas y baja viabilidad
durante el almacenamiento; ya que se propaga prin-
cipalmente por semillas (Magnitskiy y Plaza, 2007). La
cubierta seminal protege a la semilla de los factores
ambientales adversos y puede inhibir la germinacion al
impedir la entrada de agua y oxigeno (Ribeiro y Costa,
2015). Para romper la latencia de tipo fisica, acelerar
la germinacion y lograr mayores porcentajes de ger-
minacion se utilizan técnicas de escarificacion (Wada
y Reed, 2011), para algunas especies, la germinacion
in vitro es la Unica forma de originar plantulas norma-
les (Damon et al,, 2004). Segun Bueno et al. (2009) la
germinacion in vitro permite obtener material vegetal
para el establecimiento de protocolos de propagacion
masiva. Donde a partir de estos explantes se pueden
generan plantulas sanas, libres de patogenos (Gutiérrez
et al, 2008). La importancia de realizar la germinacion
in vitro en C. odorata es la conservacion de la variacion
genética, la propagacion de genotipos seleccionados
y la multiplicacion de individuos superiores. Se utilizan
los explantes estériles para probar niveles de auxinas
para la realizar embriogénesis somatica y organogene-
sis directa e indirecta, para generar los protocolos para
la especie (Hartmann et al, 2001). La respuesta de las
semillas a las condiciones in vitro son muy diferentes a
la respuesta a las condiciones naturales (Damon et al,,
2004), por lo que es necesaria la evaluacion de diferen-
tes medios de cultivo para encontrar los requerimien-
tos optimos de nutrientes necesarios, particularmente
para ciertos genotipos que han mostrado superioridad,
como es el caso de materiales selectos. Con base en lo
anterior, se evaluo el efecto del medio de cultivo para la
germinacion in vitro de semillas de nueve familias de C.
odorata a las que se les aplico tratamientos de escarifi-
cacion, para la generacion de protocolos de propaga-
cion masiva y conservacion de germoplasma selecto a
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corto y mediano plazo. Con la técnica se estan conser-
vando genotipos de materiales ya extintos.

METODOS Y MATERIALES

Se evaluaron semillas de nueve familias del Huerto Se-
millero de Cedrela odorata L. que se encontraba dentro
del Campo Experimental El Palmar (18° 32" N, 96° 47" W;
180 m), del Instituto Nacional de Investigaciones Fores-
tales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), que se localiza en el
Municipio de Tezonapa, Veracruz, México (Sanchez et
al., 2003). El clima es calido humedo con lluvias en vera-
no, con una precipitacion media de 2,888 mm anuales,
y temperatura media anual de 24.4 °C. Los suelos son de
tipo Acrisol, profundos y de buen drenaje, poseen una
textura de migajon arcillo-arenoso y pH de 4.8 (Sanchez
y Velazquez, 1998). Las semillas se recolectaron en mar-
zo del 2014 de genotipos que se obtuvieron a partir de
un ensayo de procedencias-progenie. Este experimento
formo parte de una estrategia de mejoramiento gené-
tico de Cedrela odorata L. del INIFAP. Los tratamientos
de desinfeccion y siembra de las semillas se realizaron
en las instalaciones del laboratorio de cultivo in vitro del
Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG) del INI-
FAP, en Tepatitlan de Morelos, Jalisco.

Se seleccionaron cinco medios de cultivo, de uso co-
mun para especies forestales; 1) agua destilada (AD)
(Bueno et al,, 2009), 2) medio B5 (Gambor et al, 1968),
3) medio Woody plant (WPM) (Smith y McCown, 1982),
4) medio Schenk y Hildebrand (SH) (1972) y 5) medio
Murashigue y Skoog (MS) (1962). A los cinco medios se
les adiciond 9 g L™t de agary 30 g L™! de sacarosa. Se
prepard una réplica de estos cinco medios de cultivo a
los cuales se les adiciond carbon activado (CA), para ob-
tener diez medios de cultivo. El pH de los medios se ni-
veld a 5.7 y mediante un despachador se depositaron 10
ml de medio a los tubos de ensayo, los cuales después
fueron esterilizados.

Tren de desinfeccion de semillas

Las semillas fueron puestas con jabon en agua corrien-
te por 10 minutos, se enjuagaron tres veces con agua
destilada. Después se dejaron 60 minutos en Captan®
(3¢ LY y Se enjuagaron tres veces con agua destilada.
Se trataron con etanol al 70% durante un minuto, des-
puUEs se enjuagaron tres veces con agua destilada. Pos-
teriormente se dejaron en inmersion durante 15 minutos
en cloro al 30%, y ya en la campana de flujo laminar se
les dio tres enjuagues con agua estéril. La siembra se
realizd en condiciones asépticas en la campana de flujo
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laminar. Para el tratamiento de escarificacion, las semillas se disectaron en
cajas petri con bisturi estériles. Se sembrd una semilla en cada tubo de en-
sayo, despues fueron sellados con parafilm y se etiquetaron. Posteriormente
fueron colocados en la camara de incubacion a 24+2 °C con fotoperiodo de
16 horas luz, usando ldmparas de aldgeno con intensidad luminica de 28.05
umol m™2s™1y 8 horas de oscuridad, y durante un mes se realizaron conteos
y se determind® el porcentaje de semillas germinadas y porcentaje de con-
taminacion. Para el analisis de datos, se utilizo un disefio completamente al
azar con arreglo factorial de 2x10x9 (dos tratamientos de escarificacion, 10
medios de cultivo y nueve familias) con 10 repeticiones. Al analizar los datos
estos no cumplieron con los supuestos de normalidad. Previo al analisis de
varianza las variables en porcentaje (Y) fueron transformadas con la funcion
arcoseno de la raiz cuadrada del valor original expresado en fraccion deci-
mal [T = arcoseno(ﬁ)]. Posteriormente los valores promedio fueron re-
transformados a las unidades originales, con la funcion |:Y =100 seno” (T)].
Se realizd una comparacion multiple de medias de Tuckey (p<0.05); estos
analisis se realizaron con el programa estadistico SAS para computadora per-
sonal (SAS, 2004). De acuerdo con el disefio experimental, para el analisis se
utilizo el modelo lineal siguiente (1):

Y/'jkl =u +M,'+Fj+ER+MFU'+ME,'/<+FEjk+MFEU'k+8,'jk[

Donde: Yjj=variable respuesta del j-ésimo genotipo, con el k-ésimo trata-
miento de escarifica-
cion, en el j-ésimo me-
dio de cultivo; u=media
general; M;=efectoalea-
torio del /-ésimo medio
de cultivo (diez medios);
Fj=efecto aleatorio del
J-ésimo genotipo (nue-
ve familias); Ex=efecto
aleatorio del k-ésimo
tratamiento de escari-
ficacion (con escarifi-
cacion vy sin escarifica-
cion); MFj=efecto de la
interaccion entre el j-ésimo
genotipo en el i-ésimo me-
dio de cultivo; ME=efecto
de la interaccion entre el k-
ésimo tratamiento de ecari-
ficacion en el i-esimo medio
de cultivo; FEy=efecto de la
interaccion entre el k-ésimo
tratamiento de escarifica-
cion en el j-ésimo genotipo;
MFE =efecto de la interac-
cion entre el k-ésimo trata-
miento de esacrificacion en

Germinacion

0.0040**

Fuente de variacion

Escarificacion

** Con diferencias significativas (P<0.05).

odorata L. germinadas y contaminadas.

ferentes (p=<0.05).

cion, CV: Coeficiente de variacion.

Cuadro 1. Valor de P del analisis de varianza para las variables evalua- en la
das en la germinacion in vitro de semillas de Cedrela odorata L.

Contaminacion

0.0029**

Cuadro 2. Valores medio y error estandar del tratamiento
de escarificacion en los porcentajes de semillas Cedrela

Escarificacion
Germinadas Contaminadas
5285+ 247 a 204 +165a
[ 0o | 43202600 264 +206b
4802 £ 251 2340 = 1.92

Medias con una letra comun no son significativamente di-

1. Semillas con escarificacion y 0: Semillas sin escarifica-

el j-ésimo genotipo en el j-ésimo
medio de cultivo y gj=error alea-
torio correspondiente a la observa-
cion Y. Con este modelo se obtu-
vieron los estimadores de varianza
y del error para cada caracteristica
de interés.

RESULTADOS Y DISCUSION
El efecto del tratamiento de esca-
rificacion en semillas, el medio de
cultivo usado y el origen genético
(familias) de las semillas resultaron
significativos (p=<0.05) para la ger-
minacion y contaminacion de semi-
llas germinadas in vitro, pero sus in-
teracciones no fueron significativas,
solo en el caso del tratamiento de
escarificacion y el medio de cultivo
(Cuadro 1).

El tratamiento de escarificacion
tuvo un efecto significativo en las
semillas germinadas vy
contaminacion
(p=<0.05). La escarifica-
cion en semillas de C.
odorata L. es el mejor
tratamiento para lograr
una germinacion mayor
a 52%, siendo superior
en 9% al tratamiento
testigo. Mientras que las
semillas sin escarifica-
cion se contaminaron
mas y su porcentaje de
germinacion fue inferior

a 45% (Cuadro 2).

Los resultados indicaron que
escarificar las semillas de C.
odorata es el mejor trata-
miento para obtener la me-
jor germinacion in vitro. Esto
puede ser explicado por que
segun Wada y Reed (2011)
la escarificacion permite el
paso de agua que inmedia-
tamente hidratara el em-
brion, iniciando el proceso

A\ >/
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de germinacion. Lo cual coincide con Vilela y Ravetta
(2001) que mencionan que todos los tratamientos de
escarificacion promovieron la germinacion en Prosopis
L. Mientras que Ribeiro y Costa (2015) encontraron que
la escarificacion aumento el porcentaje de germinacion
en semillas de Myrsine parvifolia A. Chan et al. (2012)
mencionan que la técnica de remojo en agua por 6 h de
semillas de Cedrela odorata L. incrementa el porcentaje
de germinacion en un 15%.

El medio de cultivo usado en la germinacion in vitro tuvo
un efecto significativo en los porcentajes de germina-
cion (p=0.05). El medio
MS mas carbon activado
usado para germinar se-
millas de C. odorata in
vitro fue el mejor trata-
miento para lograr la ma-
yor germinacion, siendo

contaminadas.

Cuadro 3. \Valores medio y error estandar de los medios de cultivo
en los porcentajes de semillas de Cedrela odorata L. germinadas y

una de ellas. Salazar et al. (2012) mencionan que el me-
dio MS es el mas utilizado con éxito en muchas especies.
Sin embargo, Rodriguez et al. (2014) mencionan que por
la presencia de sales en el medio MS, en varias especies
provoca la disminucion del vigor y baja germinacion de-
bido a efectos osmoticos y toxicos. Un medio rico en
sales disminuye el potencial hidrico, lo que provoca me-
nor disponibilidad de agua para las semillas. Cadenas y
Villegas (2012) sefialan que el medio MS presenta el po-
tencial osmaotico de mayor negatividad, dificultando la
estrada de agua a las semillas. Mientras que Righavendra
et al. (2010) sefialan que el estrés osmotico potencia la
sintesis de acido abscisi-
co (ABA), que es uno de
los causantes de la laten-
cia en semillas. El origen
genético conocido de
las semillas en la germi-
nacion in vitro, tuvo un

Semillas (%)

Germinadas Contaminadas
595+ 21la 173 £ 684 a

superior al tratamiento
testigo. Mientras que los
medios de cultivo usa-
dos en la germinacion de
las semillas no tuvieron
efectos significativos en
los porcentajes de conta-
minacion. Sin embargo,
el medio MS y carbon
activado presento el me-
nor porcentaje de conta-
minacion (Cuadro 3).

WPM + CA 544 = 220 ab 251 +165a
516 = 268 196 = 2015
B5 + CA 51.6 = 253 ab 251 +212a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes

efecto significativo en los
porcentajes de germina-
cion 'y contaminacion
(p=<0.05). Las familias 1,
6 y 39 de semillas de C.
odorata usadas en la ger-
minacion in vitro, fueron
las de mayor porcentaje
promediando los demas
factores; mientras que las
semillas de la familia 59
presentaron los menores
porcentajes de contami-

Los resultados indicaron
que el medio MS mas
carbon activado fue el
que presentd la mayor
germinacion de semillas
y menor contaminacion. Para Flores et al. (2011) esto
puede deberse a que el medio MS presenta altos con-
tenidos de nitrogeno y potasio que seguramente ayuda-
ron a la germinacion, ya que segun Mitra (1987) durante
la germinacion la mejor fuente de nitrogeno es el nitrato
de amonio. Ademas Flores et al. (2011) mencionan que
el carbon activado fomenta mayor aireacion, ademas de
establecer un medio oscuro que propicia el desarrollo de
las raices y absorbe sustancias inhibidoras indeseables,
tales como el etileno o pigmentos toxicos. Las especies
forestales tienen diferentes necesidades de nutrientes
para su germinacion y desarrollo, por lo que es necesa-
rio evaluar el medio de cultivo mas adecuado para cada

(p=0.05).
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nacion (Cuadro 4).

MS: Murashigue y Skoog, WPM: Medio Woody Plant, B5: Medio B5
o Gambor, AD: Agua destilada, SH: Medio Schenky Hildebrand, CA:
Carbon activado, CV: Coeficiente de variacion.

En el estudio se encon-
traron diferencias entre
la respuesta de las fami-
lias de semillas de C. odorata a la germinacion in vitro.
Segun Uribe et al. (2008) puede ser explicado por la
interaccion del genotipo con la disponibilidad de nu-
trientes cuya proporcion y cantidad varian de acuerdo
a la fisiologia del genotipo en particular. Coincide con
lo encontrado por Marin et al. (2009) en las respuestas
in vitro que variaron de un clon a otro en yuca (Manihot
esculenta Crantz), donde registraron un efecto de ge-
notipo en condiciones in vitro. Ademas Marini et al.
(2010) mencionan que para la germinacion in vitro de
granos de polen de Cucurbita maxima Duchesne esta
determinada por la composicion genética. Mientras que
Navarro et al. (2008) en la germinacion de semillas de



Cuadro 4. Valores medio y error estandar del origen genético de las
semillas de Cedrela odorata L en la germinacion in vitro.
- Semillas (%)
Familias
Germinadas Contaminadas

66.5 + 323 a 140 £ 3.24 ab

6 | eseees 352307
612 £ 239 a 210 £ 2.35ab
575 = 2210 175 2 27800

Valor de F 11.96 AN

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes
(p=0.05).
CV: Coeficiente de variacion.

Mammillaria no encontrd diferencias entre tratamientos de escarificacion
pero si entre genotipos.

En la interaccion de los factores (Cuadro 1) en la germinacion in vitro se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) para la interaccion del trata-
miento de escarificacion y medio de cultivo. El tratamiento de escarificacion
y el medio de cultivo MS mas carbon activado fueron la mejor combinacion
de tratamientos para la germinacion in vitro de semillas de C. odorata. A la
vez que ésta misma interaccion presentd el menor porcentaje de contami-
nacion. Puede ser explicado por que al realizar un corte a la testa, ya no se
impide el paso de agua y comienza la absorcion por el embrion, con lo que
se resuelven los problemas del potencial osmotico negativo del medio MS,
debido a la presencia de sales. Ademas, si al medio se le adiciona carbon
activado el embrion de la semilla estara hidratado y con buena aireacion, que
al estar en contacto con nitrogeno y potasio del medio, es probable que se
potencie la germinacion.

CONCLUSIONES
de las semillas de C.

La esca r|f|CaC|Cl)n odorata puestas a germi-

nar en el medio MS con carbon activado, fue el tratamiento mas efectivo con
los mas altos porcentajes de germinacion. La técnica de escarificacion en la
germinacion in vitro con el medio MS con carbon activado es una opcion
viable para obtener material vegetal aséptico para generar protocolos para la
propagacion masiva de la especie.
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