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INTRODUCCION

de propagacioén dirigido a la producciéon comercial de clones seleccionados, a la
produccién de propagulos provenientes de semillas en familias superiores, en programas
de reforestacion usando plantulas uniformemente genéticas, al aumento de Ia
productividad por medio de la captura del vigor hibrido y ademas constituye una
herramienta para los programas de conservacion de los recursos genéticos forestales y
de mejoramiento genético, ya que es la base para la aplicacion de técnicas de
transformacion genética (Rodriguez, 2003).

En cedro se han realizado diversos estudios de micropropagacién utilizando como
explante plantulas provenientes de semillas y el medio semisélido como principal forma
de propagacion. Sin embargo el uso de este tipo de medio presenta diversas desventajas
entre las que destaca su alto costo de produccién por la mano de obra requerida, el uso
de agentes gelificantes y las pérdidas sufridas durante la aclimatizacion (Smith, 2000).
Reportes de otras especies tropicales sugieren que los sistemas de inmersién temporal
pueden mejorar la propagacion incrementando el nimero y la calidad de las plantas
micropropagadas (Pefia et al., 2010). Por lo cual es necesario optimizar las condiciones
adecuadas para la propagacion de esta especie en sistemas de inmersién temporal y en
un futuro puedan ser aplicadas en la propagacién masiva de plantas que permitan la
reproduccion fiel de las caracteristicas deseadas.













CAPITULO |

plantaciones para depender en mayor medida como fuente de madera industrial (Cuevas,
2008). Una parte del germoplasma que se utiliza en las plantaciones forestales se obtiene
por medio de propagacion vegetativa a través técnicas de injertado y enraizado de
estacas, pero que no se aplicado de forma mas extensa debido a las caracteristicas
biolégicas de la especie principalmente en la pérdida de las capacidades morfogénicas
necesarias para poder efectuar esta forma de propagacién, por lo cual se recurre a
practicas artesanales para su rapida multiplicaciéon con el uso de semillas provenientes
principaimente de arboles de baja estatura y con fustes muy ramificados, trayendo como
consecuencia la seleccion de genotipos poco favorables (Simula et al, 2005; SEMARNAT,
2002; Zobel y Talbert, 1984).

Otro de los problemas dentro de las plantaciones es la susceptibilidad a la que se
encuentran expuestos, como al ataque de diversas plagas destacando Hypsiphyla
grandella Zeller (Insecta:Pyralidae) conocido como el barrenador de las meliaceas. La
larva de esto insecto se alimenta de la yema apical y laterales destruyéndola. Su accion
produce la deformacion y bifurcaciéon del tronco, provocando un retraso considerable de
crecimiento de la planta afectada y ocasionalmente, la muerte (Patifio, 1997). Esto
imposibilita el uso comercial de su madera, eliminando el valor economico del arbol
(Bricefio-Vergara, 1997).No menos importante a pesar que el barrenador de las meliaceas
es una de las plagas mas devastadoras, existe otra plaga que afecta al cedro conocido
como el barrenador del fuste (Chrysobothris yucatanensis (Coleoptera: Buprestidae)). Las
larvas se hospedan en plantas que tienen uno a dos afios de edad alojandose en la parte
basal del tronco, en donde empupan y completan su ciclo de vida. Estas larvas se
alimentan al principio de la corteza interna del arbol y parte de la madera, donde la parte
muerta es susceptible al ataque de hongos debilitando el fuste (Rodriguez, 1990)

1.4. Alternativas biotecnolégicas

Aun existen grandes deficiencias en la producciéon de arboles de interés comercial a
través de las técnicas convencionales de propagacién vegetativa. Estas técnicas son
llevadas a cabo principalmente usando semillas 0 esquejes para su propagacion y aunque
permiten acelerar dicho proceso, hasta ahora no se ha obtenido el éxito deseado debido a
los resultados variables con estas formas de propagacion, por lo que se hace necesaria la
busc,.._da de nuevas herramientas enfocandose en las técnicas biotecnolégicas actuales
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Existen cuatro métodos basicos para propagar plantas in vitro. Esto depende de la
especie y de las condiciones de cultivo, la propagacion se puede lograr por: (1)
proliferacion de brotes axilares, (2) cultivo de nodos, (3) formacién de nuevos brotes
adventicios a través de organogénesis o (4) embriogénesis somatica (Kane, 2000).

La micropropagacién de especies forestales ha tenido muchos avances incluyendo la
posibilidad de propagacion de masa clonal, rejuvenecimiento y uniformidad de lineas
clonales (Martinelli y Aparecido, 2003).

1.4.2, Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento vegetal, fitoreguladores o fitohormonas son compuestos
organicos que pueden producir efectos notables sobre el metabolismo y el crecimiento
aun en pequefias cantidades y los produce sobre todo en tejidos en crecimiento (George
y Sherrington, 1984). Pueden ejercer diversos efectos como: a) estimular el crecimiento
longitudinal de las células en la parte de la planta que se encuentran en crecimiento, b) la
formacion de nuevas raices especialmente adventicias; ¢) desarrolio de flores y frutos; d)
la inhibicion en el desarrollo de los brotes laterales, e) estimular la divisién celular en el
cambium vascular, f) la abscisién o caida de las hojas, flores y frutos, g) afectar el
movimiento estomatico entre otros procesos (George y Sherrington, 1984).

Hay diversas clases conocidas de hormonas de crecimiento, aunque recientemente se
han reconocido 5 grupos: auxinas, citocininas, giberelinas, etileno y acido absicico. Las
auxinas y citocininas son por mucho las mas importantes para la regulaciéon del
crecimiento y la morfogénesis en el cultivo de células, tejidos y érganos; en estos grupos
se han descubierto reguladores sintéticos con actividad biolégica, igual o superior a los
reguladores de crecimiento naturales (Machakova ef al, 2008).

La combinacion de auxinas y citocininas algunas veces promueven el crecimiento de
callos, células en suspensién y érganos; también regulan la direcciéon de la morfogénesis.
La auxina natural presente en mayor abundancia es el acido indoloacético (1AA), la cual
usada en altas concentraciones promueve la formacion de raices adventicias. Entre las
auxinas sintéticas se destaca el acido 2,4 diclorofenoxiacético, que se emplea para

promover la formacién y crecimiento de callos (Machakova et al, 2008).
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numero de plantas producidas, sino también en la calidad, que a su vez facilita su
crecimiento y aclimatizacién ex vitro (Martinelli y Aparecido, 2003).

Los medios basales mas usados para angiospermas son el MS (Murashige & Skoog,
1962) o el WPM (Lloyd & McCown, 1981). Para el caso de gimnospermas, el empleo de
medios reducidos en sales minerales y baja cantidad de nitrégeno resulta mucho mejor
que el empleo de un medio altamente salino y nitrogenado como el MS.

1.4.4. Micropropagacién en medio semisélido

En la practica, todos los protocolos de micropropagacién son establecidos para
determinar los componentes del medio (reguladores de crecimiento, nutrientes) y las
condiciones ambientales (temperatura, luz) para la induccion de la morfogénesis (George
y Debergh, 2003). En su caso la mayoria de los cultivos in vitro utilizan como sustrato un
medio semisélido, el cual depende de un agente gelificante. Esta técnica es utilizada para
la multiplicacién de genotipos élite de importancia comercial y especies amenazadas que
son dificiles de propagar (George y Debergh, 2003).

El medio semisélido tiene un uso general en muchos procesos de micropropagacion, el
cuél presenta algunas desventajas. Las condiciones de cultivo son heterogéneas, ya que
solo una parte del explante se encuentra en contacto con los nutrientes del medio. Otra
desventaja es que en cada etapa del proceso de micropropagacién se deben emplear
diferentes composiciones en el medio y concentraciones de reguladores de crecimiento,
por lo que se requiere asimismo efectuar a menudo diversos subcultivos, lo que eleva los
costos de produccion de las plantas y esto solo es econdmicamente viable para especies
de alto valor agregado (Robert et al., 2006 b)

A fin de simplificar todo el proceso, reducir los costos de produccién y facilitar la
micropropagacion de un mayor nimero de especies, es necesario el desarrollo de
métodos simples y econémicos para disminuir dicha problematica (Robert et al., 2006 b).

1.4.5. Micropropagacic .. en medio liquido

El sistema de cultivo en medio liquido tiene un efecto positivo en la velocidad y en la
morfologia de brotes, embriones somaticos, microtuberculos o bulbos producidos in vitro
(Preil, 2005). El medio liquido favorece la organizacion de los tejidos similares a los de
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Existen actualmente disponibles distinto sistemas de inmersién temporal, destacando
entre ellos el sistema RITA®( Recipiente de Inmersién Temporal Automatizado)
desarrollado por Alvard y colaboradores (1993) y el BioMINT® ( Biorreactor Modular)
desarrollado por Robert y colaboradores (2006 a).

1.5.1. Sistemas de inmersion temporal RITA®

Uno de los sistemas de inmersion temporal mas sofisticade fue desarrollado en Francia
por Alvard et al (1993), posteriormente fue modificado por Teisson y Alvard (1995). Estos
autores diseflaron un biorreactor llamado RITA® (Recipiente de Inmersién Temporal
Automatizado), el cual funciona con un software que controla el tiempo y periodo de

inmersién.

El equipo consta de un vaso que contiene el medio nutritivo y una base de plastico a
media altura con orificios que soporta una esponja de poliuretano donde se colocan los
explantes, ademas de una conexion vertical que esta al centro del vaso, por la cual entra
y sale el flujp de aire que proporciona la bomba compresora. Este sistema, es
automatizado con el reloj de una computadora que permite la programaciéon de los
tiempos de inmersion y aireacién del sistema, mediante un dispositivo de distribucion de
aire con una electro-valvula de tres vias que esta directamente conectada a la bomba
compresora inyectando un litro de aire por minuto a una presiéon de 0,2 bar. Ei aire que
entra en cada biorreactor es esterilizado por filtros (Teisson y Alvard, 1995).

funcionamiento del equipo (Figura 2) una vez instalado adecuadamente, se coloca los
explantes sobre el disco de poliuretano y se mantienen en dos diferentes fases:

Fase emergida: Esta fase es la de mayor duracién donde el explante se mantiene libre
del medio liquido y regularmente las horas dependen de la especie.
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la micropropagacion, también produce plantas mas grandes y vigorosas en comparacion
con los cultivados en medio semisélido. Sus bajos costos de produccién y la eficiencia lo
convierten en una alternativa econdmica para especies de bajo valor agregado como el
agave (Robert et al, 2006 a).

El BioMINT® es una unidad rectangular que & dividida en tres secciones a través de
divisores que permiten mantener en la parte central de la unidad los explantes y en uno
de los extremos al medio liquido y posee una tapa con dos orificios que permite un
intercambio pasivo de gases como dibxido de carbono, etileno u otras sustancias
guimicas Los biorreactores se encuentran fabricados con policarbonato y son totalmente
autoclaveables y traslucidos (Robert et al, 2006 a).

Como se puede observar en la figura 3, el funcionamiento de este sistema es sencillo, el
medio de cultivo es desplazado de un extremo del recipiente hacia el otro por gravedad
cuando los biorreactores cambian su inclinacion, que es lievado a cabo en el sistema Sy
B (Sube y Baja). La unidad electromecanica consiste en un juego de cuatro plataformas
en el cual pueden ser colocados hasta 9 biorreactores. La plataforma esta unida a una
estructura de soporte por su punto medio y sus bordes libres tienen posiciones alternas,
moviéndose hacia arriba y abajo, impulsados por un pistdon conectado a un motor
eléctrico. E! sistema entero es controlado automaticamente a través de un panel de
control programable que regula el tiempo y la velocidad del cambio de posicién de la
plataforma (Robert et al., 2006 a).

La ventaja de este sistema comparado con otros sistemas de cultivo in vitro, es que le
permite combinar la aireaciéon con la inmersién del explante, sometiéndolos ai tiempo y
periodo de inmersién requerido para que la planta se desarrolien vigorosamente,
haciéndolo mas eficiente. Como todos los sistemas presentan diversas problematicas
siendo una de las mas importantes la contaminacién microbiana del medio de cultivo
liquido, ya que se dispersa a todas las plantas. Sin embargo, la contaminacién es mas
facilmente controlable en biorreactores modulares que en otros grandes sistemas, esto es
porque hay un menor numero de plantas expuestas a la contaminacién (Robert et al,,
2006 a).
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cigéticos siendo los mas exitosos los explantes cotiledonares donde se obtuvo un
promedio de 14 brotes.

Mufioz (2003) desarroli6 una metodologia de regeneracién de cedro utilizando nudos,
entrenudos, cotiledones y hojas para inducir embriogénesis. El medio de cultivo empleado
fue MS adicionado con 20 m! L™ de endospermo liquido de coco generando una tasa de
multiplicacién de 4 brotes por nudo en un intervalo de 5 meses. Pérez y colaboradores
(2001) utilizaron explantes de nudo cotiledonar durante la etapa de induccién con 2-iP (6-
y-y-dimethylamino purina) y promover la brotacién de las yemas axilares. Durante la fase
de multiplicacién se probaron distintos reguladores de crecimiento vegetal como
bencilaminopurina, kinetina y 2-iP, donde la bencilaminopurina demostré ser la mas

eficiente con un promedio de 1 brote por explante.

Pefa y colaboradores (2010) propusieron un protocolo de micropropagaciéon utilizando
explantes provenientes de embriones cigéticos y el uso de material revigorizado través del
proceso de injertaciéon in vitro y en campo. La respuesta organogénica del material
injertado en patrones in vitro utilizando medio semisélido TY17 fue de 0.6 brotes mientras
el material revigorizado se obtuvo un promedio 1.5 brotes por explante. La regeneraciéon
de brotes adventicios fue lograda usando segmentos de hipocétilos de 12 dias obtenidos
de plantas germinadas in vitro. La adicién de 20 % de agua de coco al medio TY17
incremento el numero de brotes por explante. El material juvenil mostré una respuesta
favorable durante las etapas de elongacién y enraizamiento en biorreactores BioMINT®
donde hubo un incremento de 3.5 a 4 veces el tamafio de los explantes en comparacién

con el uso de medio semisolido.

En 2011 el grupo de Garcia y colaboradores desarroliaron un protocolo para el
establecimiento in vitro de brotes nodales provenientes obtenidos de esquejes juveniles
en arboles ubicados en una estacion experimental agroforestal. La desinfeccion de los
explantes nodales se logré con propiconazole CE 25 al 5% durante 3 minutos con un
100% de respuesta. El desarrollo de los brotes alcanzé un 60% en un medio MS
suplementado con 2 mgL"de 6-bencilaminopurina y 3 mglL"* de &cido naftalacético (Garcia
et al,, 2011).
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1.8. OBJETIVOS

1.8.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer una metodologia para el desarrollo de explantes nodales de Cedro (Cedrela

odorata L.) mediante sistemas de inmersion temporal.

1.8.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer el cultivo de explantes in vitro utilizando yemas axilares y cotiledonares
de plantas provenientes de embridn cigético en sistemas de inmersion temporal
RITA®

Determinar tiempos y frecuencias de inmersion/ aireacion adecuados para las
etapas de induccién y multiplicacion de yemas axilares en sistemas de inmersién
temporal RITA®.

Evaluar la elongacion y enraizamiento de los brotes en sistemas de inmersion

temporal RITA®, asi como la aclimatacion de las plantulas.
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época de produccion de frutos, las caracteristicas del fruto, del sitio, el volumen de
semillas y el equipo disponible para la cosecha (CATIE et al, 1997). Pefia et al/, 2010
reporta la época para la recolecciéon de frutos de cedro rojo entre los meses de febrero y
mayo, mientras el almacenamiento de los frutos se debe realizarse a una temperatura de
25°C y una humedad relativa de 10% en una bolsa plastica negra junto con fungicidas
para evitar la contaminacion y pérdida de los frutos.

Para la germinacion in vitro de semillas de cedro rojo se utiliza el medio de cultivo MS
(Murashige y Skoog) a un pH 5.7, con una temperatura de anaquel de 27+ 2°C, intensidad
de luminica 70um m? s-' , con fotoperiodo de 16 horas luz por 8 de oscuridad, humedad
relativa de 40% ( Juarez, 2008).
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Los frutos fueron colocados en una malla donde fueron expuestos diariamente al sol
durante 4 horas hasta que espontaneamente se abrieran para la obtencién de las semillas
Estas semillas fueron resguardadas en una caja de unicel con antinfingicos antrak (Metil-
(butilcarbamoil) benzimidazol-2-il carbamato y manzate (Etilem-bisditicarbamato de

manganeso).

2.2.2. Axenificacion y germinacién de semillas en medio semisélido y en
biorreactores BIOMINT®

Las semillas colectadas, fueron tratadas previamente con un proceso de axenificacion
siguiendo la metodologia establecida por Juarez (2008). Para ello se retir6 el ala de las
semillas para disminuir el area de exposicién a la contaminacion como se muestra en la
Figura 5 A; posteriormente se sumergieron por 12 horas en soluciones de antifungicas
comerciales tales como antrak (Metil-(butiicarbamoil) benzimidazol-2-il carbamato y
manzate (Etilem-bisditicarbamato de manganeso) utilizando 1 gramo por litro de cada
antifingico (Figura 5 B). Posteriormente se lavaron las semillas con agua destilada hasta
retirar totalmente los residuos del fungicida. Luego las semillas se sumergieron en una
solucién de hipoclorito de sodioal 30% (6% de cloro libre) durante 20 minutos agitando
aproximadamente cada 2 minutos para finalmente enjuagarlas tres veces con agua
destilada.

Se realizaron modificaciones a este protocolo de desinfeccion dado el elevado porcentaje
de contaminacién observadc  las semillas. Se evaluaron los siguientes tratamientos:

TRATAMIENTO 1. A) Se lavaron las semillas con agua corriente, B) Se colocaron las
semillas bajo agitacion durante 30 minutos en solucién con Extran® y Tween 80® a una
concentracion de 5 m/L, C) Se enjuagaron con agua destilada tres veces y se sumergio
por 12 horas en soluciones de antifungicos comerciales, antrak (Metil-(butilcarbamoil)
benzimidazol-2-il carbamato y manzate (Etilem-bisditicarbamato de manganeso) (1 g/L),
D) Se retir6 la mezcla de fungicidas y se lavd con agua destilada hasta retirar todo el
residuo dentro de la campana de flujo laminar, E) Se sumergié en una solucién de
hipoclorito de sodio (12% de cloro libre) durante 30 minutos agitando aproximadamente
cada dos minutos, F) Se enjuagaron con agua destilada estéril hasta retirar todo residuo.

TRATAMIENTO 2. A) Se lavaron las semillas con agua corriente, C) Las semillas se
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Para la contaminacién se utilizé un disefio completo aleatorio con arreglo factorial de 8
repeticiones. Cada repeticion estuvo compuesta por una caja magenta con 5§ semillas
cada uno. También se probé la germinacién de semillas en biorreactores BioMINT®. Se
pusieron 25 semillas por biorreactor con 4 repeticiones con una inmersién de 2 minutos
cada 4 horas. Se evaluaron durante 6 semanas seguidas para obtener el porcentaje de
germinaciéon comparandolo con el sistema de medio semisélido.

2.2.3. Analisis estadistico

Para todos los experimentos, los datos fueron somet.__s a un andlisis de varianza de una
sola via para la comparaciéon de medias y en algunos casos se aplicé la prueba de
comparaciones multiples (LSD) de Fisher. Los datos fueron analizados con el programa

estadistico Statistica 5.0.
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Cuadro 3. Porcentaje de germinacidén y contaminacion de semillas en medio semisélido y medio

liquido.

Tipo de medio

Porcentaje de

Porcentaje de germinacién

contaminacion
Semisoélido 12° 78%*
Liquido 100° 78%°

Nota: Las letras simbonzan las uiierencias estadisuzamente significativas (p<0.05)
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CAPITULO Ill. ESTABLECIMIENTO DE TIEMPOS DE Y FRECUENCIAS DE
INMERSION/AIREACION ADECUADOS PARA LA INDUCCION Y
MULTIPLICACION DE EXPLANTES NODALES EN SISTEMAS DE INMERSION
TEMPORAL RITA®

3.1. INTRODUCCION

La integracion de un sistema de inmersién temporal para la propagacion y establecimiento
de un proceso de cultivo in vitro incluye la seleccién de la planta donante, el
establecimiento del cultivo aséptico y la multiplicacion de los explantes. Estos sistemas
pueden ser usados para la produccién de brotes, los cuales pueden ser enraizados en el
mismo sistema. Habilita el cambio de medios de cultivo con mas facilidad. El sistema de
inmersién temporal presenta diversas ventajas sobre el uso de medio semisoélido y medio
liquido estético, destacando el cambio de medio de cultivo con mas facilidad, siendo la
opcion mas atractiva desde el punto de vista comercial ya que se requiere menos mano
de obra, manipulacién y transferencia de plantas (Robert et al, 2006a; Jiménez et al.,
1999).

Los sistemas de inmersion temporal (SIT) proporcionan un sistema aerébico eficiente para
el crecimiento de las plantas, a través de la ventilacion forzada o el cambio pasivo de la
atmosfera interior en el envase. Sin embargo, los tiempos de inmersién asi como la
duracion y la frecuencia, son los pardmetros mas criticos para la eficiencia del sistema
(Alvard et al., 1993; Berthouly y Ettiene, 2005). Los tiempos y frecuencias de inmersion
empleados varian de acuerdo a la especie, proceso de micropropagacion o del tipo de
sistema de inmersién temporal usado. Muchos investigadores han encontrado que el
tiempo de inmersion afecta el rango de crecimiento de la planta, ya que influye en la
disponibilidad de los nutrientes y la composicién interna dentro del contenedor de cultivo
(Jiménez et al., 1999; McCallister et al., 2005).

La elongacion y enraizamiento son etapas decisivas para la sobrevivencia ex vitro de las
plantas derivadas de la multiplicacion, ya que son pequefias y no son capaces de soportar
la aclimatacién en el exterior (Aitken-Christie et al, 1995).Se ha encontrado que los
sistemas de inmersion temporal son adecuados para la induccién y la multiplicacién como
para la aclimatacion de las plantas. (Aitken-Christie et al., 1995; George y Debergh, 2003).
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Se ha reportado el enraizamiento exitoso de diversas especies en sistemas de inmersion
temporal RITA® como Hevea brasiliensis (Etienne et al, 1997); Eucalyptus sp.(McAlister
et al, 2005).
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Cuadro 7. Porcentaje de hiperhidratacion de brotes segun la frecuencia de inmersion en sistemas
RITA a las 4 y 6 semanas

Sistema de 4 semanas 6 semanas
micropropagacion
propag % de¢ perhidricidad % de hiperhidricidad
C/IR R C/IR S/IR
Semis” -~ 10 10 10 10
RITA (Frecuencia 3 horas)

56 45 62 52
RITA (Frecuencia 6 horas) 48 42 53 a7
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biorreactor RITA , la frecuencia cada 4 horas present6 en la yema 3 el promedio mas alto
de 3.1 brotes ( Figura 11 C) seguido por la yema 2 (Figura 11 B) y 1.8 para la yema 1
(Figura 11 A) en un medio sin regulador. A esta misma frecuencia de 4 horas con el uso
del regulador de crecimiento la yema 1 presento el mayor promedio con 2 brotes con
explantes.

Cuadro 8. Porcentajes de brotacion a las 6 semanas en los diferentes tipos de yemas, frecuencias
de inmersién y dicamba (13.57 uM)

Nodo Porcentajes de brotacion
Frecuencia de inmersion
1 min/4 h 1 min/8 h 1min/12 h
S/dicamba | C/dicamba | S/dicamba | C/dicamba | S/dicamba | Cl/dicamba
1 80 25 100 70 100 85
2 95 50 100 90 100 100
3 75 65 35 95 100 100

La yema 1 a la frecuencia de 8 horas para el medio libre de regulador (Fig. 11 D) alcanzé
un promedio de 3.8 brotes por explante, 3.1 para la yema 2 (Figura 11 E) y 1.1 en la
yema 3 (Figura 11 F). La frecuencia de 12 horas es donde se muestra el promedio mas
alto de brotes por explante con 4.4 para la yema 1(Figura 11G) seguido por la yema 2
(Figura 11 H) y 3 (Figura 11 1) con 2.7 explantes. Mroginsky et al., 2003 descubri6é que
los segmentos nodales provenientes de plantas con 1 afio de edad de Cedro australiano
(Toona ciliata), la yema apical mostré ser la mas factible para la propagacion con un
promedio de 4 brotes por explante mientras la yema cotiledonar mostré el promedio mas
bajo con 1 brote promedio por explante, contrastando con lo obtenido en este trabajo
donde la yema cotiledonar mostré ser la mas adecuada para continuar con la propagacion

in vitro.
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Cuadro 10.

Multiplicacién de yemas en sistemas RITA® con diferente nimero de yema'y
frecuencias de inmersién

SISTEMAS DE CULTIVO
NO. DE ]
YEMA EXPLANTES NUMERO PROMEDIO DE BROTES
INICIALES
INMFR<|ON TFMPORAL (RITA®)
SEMISOLIDO FRECUENCIAS DE INMERSION
1 MIN/4 H 1MIN/8 H 1MIN/M2 H
1 20 8 26 3.7 3.9
2 20 1.4 2.8 2.8 1.7
3 20 1 23 2 22

La fase de elongacién es una etapa importante para el desarrollo de los brotes ya que es
una etapa de acondicionamiento previo para el enraizamiento. Se comparé la influencia
de las diferentes frecuencias sobre la elongacién de las yemas, el cuadro 11 muestra la
frecuencia de 4 horas no se observé diferencia significativa (p< 0.05) donde la yema 3
alcanz6 un tamafo promedio de 1.85 cm 1 la frecuencia de 8 horas la yema alcanzé un
tamafo promedio de 4.3 cm, el cudl presento una diferencia significativa (p <0.05) con la
yema tres que alcanzé un promedio de 3.2 cm. En la frecuencia de 12 horas no se
encontré diferencias significativas entre el tamafio promedio de brote presentando un
tamario maximo de 3.1 ¢cm en la yema 1. Se han realizado diversos trabajos para la
elongacién de brotes en sistemas de inmersion temporal, de los cuales podemos destacar
el realizado por Pefia et al., 2010 donde reporta en sistemas BioMINT® se logré el
crecimiento de brotes de cedro rojo con un tamafio promedio de 11 cms a las 6 semanas
utilizando 9um de GA;.En este trabajo no se utilizé ningun regulador de crecimiento para
esta etapa de la micropropagacioén, Orellana (1997) reporta el uso del medio WPM en
presencia de carbén activado y libres de reguladores de crecimiento en sistemas RITA®
los cuales permitieron la sobrevivencia del 100 % de los explantes, y el tamafio promedio
de brotes fue de 1.5 cm para la yema cotiledonar con un tiempo de inmersién 1 minuto

cada 5 dias.
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Cuadro 11. Tamafio promedio de brotes provenientes de diferentes tratamientos y frecuencias de

inmersién
Tamaiio promedio del brote (cm)
Frecuencias de
inmersién Yema 1 Yema 2 Yema 3
4 1.71°8 1.74° 1.85°
8 4.3° 3.9% 3.2°
12 3.1° 1.1° 0.98°

Nota: Las letras simbolisan las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

Cuadro 12. Tamario promedio de raices, numero de brotes aclimatados y porcentaje de

aclimatacion
Tamafio promedio de No. de brotes o : .
Yema raices por brote aclimatados % de aclimatacion
1 2.3° 13/14 93%°
2 14° 315 60%°
3 0.8° 37 43%°

Nota: Las letras simbolisan las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
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3.4. CONCLUSIONES

- La yema cotiledonar es una buena fuente de explante primario ya que presenta una
induccién del 100% en sistema semisélido y en sistemas de inmersién temporal RITA®

- Los largos periodos de aireacion estimulan una mayor respuesta en la induccién y

multiplicacién de yemas preexistentes

-Un periodo de 2 minutos de inmersién provoca la vitrificacién de los explantes, por lo que
un periodo de 1 minuto es ideal para obtener plantas mas desarrolladas y vigorosas

-La multiplicacion de los brotes fue po..-le sin el uso de ningun tipo de regulador de
crecimiento vegetal

- Los brotes de mayor tamafio se presentaron en la yema cotiledonar (1) y yema 2, por lo

que son adecuadas para continuar con el proceso de micropropagacion

-Es posible inducir el enraizamiento de brotes procedentes de material juvenil en sistemas
de inmersion temporal RITA®
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IV. DISCUSION Y PERSPECTIVAS GENERALES

4.1. DISCUSION GENERAL

El cedro es una especie forestal, una de las mas importantes desde el punto de vista
comercial, por lo cudl ha sido muy importante en el desarrollo de la industria maderera;
esto ha influenciado en la explotacion irracional sobre los mejores individuos, la cual
deriva en la pérdida de las caracteristicas mas destacadas de esta especie por la tala

selectiva, por lo cual es necesario la conservacion de la diversidad genética.

La estrategia que se ha implementado en este trabajo para la obtencién de material de
buena calidad, es seleccionar arboles plus que posean caracteristicas fenotipicas
deseables como describe Mesén (1994) los cudales presenten buena forma, libre de
enfermedades, sin bifurcaciones asi como buenos productores de semillas, para permitir a
corto y mediano plazo la conservacion, seleccién y uso de las mejores fuentes de
germoplasma.

Algunos autores como Garcia et al, 2011, Peiia et al y Valverde et al, 1998 han reportado
el uso de semillas como material de partida para la micropropagacion de cedro rojo, esto
debido a la problematica que presenta el tejido adulto limitada por factores como Ia
contaminacién y la presencia de fenoles en sus tejidos (Naik et a/, 2009).

La influencia del origen del explante es uno de los principales factores de estudio para la
micropropagacion de especies forestales, porque de ella depende el potencial que un
explante pueda presentar para su multiplicacion in vitro (Orellana, 1997). Para la
micropropagacién de cedro a partir de plantulas germinadas in vitro, los resultados
mostraron que la mejor fuente de explante son las yemas que se encuentran en el nudo
cotiledonar, este mismo resultado se reportan en varias especies forestales como Toona
ciliata (Mroginsky, 2003); Swetenia macrophylla (Orellana, 1997); Theobroma cacao
(Aguilar, 1992) que han mostrado que este explante tiene una gran potencial para la

micropropagacion.

El uso de sistemas de inmersion temporal RITA® ha probado ser eficiente en la

propagacién de diversas especies vegetales de importancia comercial como Ananas
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comosus (Escalona et al, 1999); Solanum tuberosum (Teisson y Alvard, 1999); Dioscorea
cayanensis (Polzin et al, 2014); en especies forestales podemos encontrar a algunas
especies del género Eucalyptus ( Gonzalez, 2011; McAlister, 2005); Swetenia macrophylla
(Orellana, 1997) entre otras. Son diversos los factores a considerar en cada una de las
etapas de la micropropagacién como los volimenes de medio y el niumero de explantes
en el recipiente tanto en el inicio como en las subsiguientes etapas de cultivo, los
regimenes de inmersion a la que se encuentran sometidos ya que permite la retencion de
medio por capilaridad en la superficie del explante y el intercambio gaseoso es favorecido
con respecto a una inmersion total (Akin-ldowu et al, 2009; Albarran et al, 2005; Teisson y
Alvard, 1995).
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4.2. PERSPECTIVAS GENERALES

Actualmente existen varias limitantes para el aprovechamiento de cedro rojo como
especie destacada dentro del ambito forestal, ya que en los ultimos afios la pérdida de
caracteristicas deseables por la industria maderera como arboles de fuste recto y
resistente a enfermedades se ha agravado por la tala selectiva y la sobreexplotaciéon de la

especie.

Para llevar actualmente una seleccién de caracteristicas se reconoce que la propagacion
vegetativa y la seleccion clonal son los que ofrecen los medios para lograr las
caracteristicas buscadas en un menor tiempo, pero hay que tener en cuenta que aunque
el material colectado de la planta madre va a hacer de buena calidad, en caso del cedro
rojo hasta ahora no se ha logrado llevar a cabo con gran éxito la introduccién de material
in vitro debido a alto grado de contaminacién y recaicitrancia de esta especie, por lo que
la seleccion de arboles de buena calidad fenotipica para la obtencién semillas como
fuentes de explante nos permite explorar las condiciones ideales para el desarrollo de
esta especie en un ambiente in vitro y seria muy importante continuar con la colecta de
estas semillas en los arboles seleccionados y comparar el comportamiento del material

durante varias temporadas.

Es necesario realizar un estudio mas profundo de las condiciones en cada una de las
etapas de la micropropagacion en los biorreactores de inmersion temporal como por
ejemplo: disminuir el tiempo en el desarrollo de las yemas preexistentes a través del uso
de reguladores de crecimiento vegetal y probar con otros tipos de medios de cuitivo como

el Woody Plant Medium ya que es especifico para especies lefiosas.

Es importante también estudiar mas a detalle cuales son las mejores condiciones para la
aclimatizacion del material in vitro, ya que esto permitiria mejorar las tasas de
sobrevivencia y adaptacion de las piantulas al medio exterior. A largo plazo seria ideal
estudiar las plantas a nivel de campo para comparar sus caracteristicas fenotipicas con

las de la planta madre.
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ANEXOS

PROCEDIMIENTO PARA LA PROPAGACION IN VITRO DE CEDRO ROJO EN
BIORREACTORES RITA®

En base a los resultados obtenidos en este trabajo hasta el momento se recomienda
llevar a cabo los siguientes pasos para la obtencién de plantulas en sistemas de
inmersién temporal RITA®:

A) Seleccionar arboles con caracteristicas destacadas con un fuste recto de 4 metros
aproximadamente o0 mas si es posible, sin bifurcaciones en el tronco, libre de
enfermedades y se encuentre en etapa reproductiva, en este caso para la obtenciéon de
las semillas que es el material de partida para este procedimiento

B) Se recomienda colectar los frutos entre los meses de marzo y mayo, tiempo en que se
encuentran en proceso de maduracion. Estos frutos pueden ser cortados con una
herramienta llamada perico 0 en su caso si se cuenta con una persona profesional que
pueda subir al arbol. Una vez que se han colectados los frutos, estos deben secarse al
sol hasta su apertura y las semillas deben ser resguardadas en una caja preferentemente
de unicel a la cual se le debe aplicar fungicidas comerciales como antak® y manzate® en
una proporcién de 3 gr o dependiendo de la cantidad de semillas que se desea
almacenar. Se recomienda el uso de las semillas durante los tres primeros meses desde

74





















