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En las regiones
tropicales y subtropicales
hay gran urgencia por
encontrar alternativas
nuevas que permitan
multiplicar y mantener
el acervo genético de
especies amenazadas.
Cedrela odorata L. esta
incluida en la lista de
especies prioritarias de
la Convencion para el
Comercio Internacional
de Especies de Flora

y Fauna en Peligro

de Extincion (CITES).
Por esta razébn, su
conservacion, estudio de
la variabilidad genética,
propagacion y uso
sostenible cobran gran
importancia.

1 Basado en Pérez, FJ. 2001. Desarrollo de un método de micropropagacion aplicable a genotipos selectos de Cedrela odotata L. Tesis Mag. Sc. CATIE,
Turrialba, Costa Rica. 81 p.
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Resumen

El objetivo de la investigacion fue determinar las
condiciones Optimas para el desarrollo y enraiza-
miento de brotes de Cedrela odorata L. in vitro.
Para obtener un medio de desarrollo se evaluaron
los medios Murashige y Skoog (MS) y Woody Plant
Medium (WPM) (100, 75, 50 y 25%) combinados
con sacarosa (10, 20, 30, 40 g/l). Para el enrai-
zamiento in vitro se utilizd el medio MS al 50%,
suplementado en la fase de induccion con a-acido
naftalenacético (ANA) (0,5 y 1,0 mg/l) combinado
con acido indol-3-butirico (AIB) (1,0 y 1,5 mg/l),
ademas de un testigo absoluto (sin auxinas). En la
fase de expresion se evalud el efecto de carbon
activado (0, 1,5, 2,0y 3 g/l) combinado con saca-
rosa (15, 30, 45 g/l) y Agar o Phytagel como gelifi-
cante. El mejor medio para desarrollo de brotes fue
WPM al 50% suplementado con sacarosa a 30 g/l.
Ademas, esta combinacion favorecio notoriamente
el enraizamiento espontaneo de los explantes.
Para la induccion de raiz se observo el efecto de
ANA:; para expresion, el carbdn activado afectd
negativamente el enraizamiento, en tanto que las
altas concentraciones de sacarosa lo favorecieron;
no hubo diferencia estadistica entre gelificantes.
Palabras claves: Cedrela odorata; micropropa-
gacion; enraizamiento; cultivo in vitro; sustrato de
cultivo.

n las regiones tropica-
les y subtropicales hay

sostenible cobran gran importancia
(Patifio 1997). Un método de cul-

sSummary

Micropropagation method to select geno-
types of Cedrela odorata L. Development
and rooting phases. This research was carried
out in order to get the optimum conditions for in
vitro development and rooting of C. odorata L.
shoots. Murashige and Skoog (MS) or Woody
Plant Medium (WPM) media at 100, 75, 50 or 25%
strength were combined each with sucrose at 10,
20, 30 or 40 mg/l, to obtain a development medi-
um. a-naphthaleneacetic acid (NAA) (0,5, 1,0 mg/l)
was combined with indole-3-butyric acid (IBA) (1,0,
1,5 mg/l), plus an absolute control without auxin in
the induction phase. Active charcoal (O, 1,5, 2,0,
3,0 g/l), sucrose (15, 30,45 g/l) and gelling agent
(Agar, Phytagel) were joined in the expression
phase of rooting in a half strength MS medium.
A half strength WPM plus sucrose 30 g/l was the
best combination because it promoted the devel-
opment; besides it caused a general spontaneous
rooting. The NAA meaning effect was present in
the induction phase and the activated charcoal
affected negatively the rooting, the highest sucrose
concentration favored it, and there were not statis-
tical differences between the gelling agents in the
root expression phase.

Keywords: Cedrela odorata; micropropagation;
rooting; in vitro culture; culture substrate.

cia de benziladenina (BA) u otra
citosina, de las utilizadas en la mul-

gran urgencia por encon-
trar alternativas nuevas que per-
mitan multiplicar y mantener el
acervo genético de especies ame-
nazadas (Valverde et al. 1998).
Cedrela odorata L. estd incluida en
la lista de especies prioritarias de
la Convencién para el Comercio
Internacional de Especies de Flora
y Fauna en Peligro de Extincién
(CITES). Por esta razén, su con-
servacion, estudio de la variabili-
dad genética, propagaciéon y uso

tivo de tejidos exitoso significaria
una opcién alternativa de propaga-
cién y ayudaria en los esquemas de
mejoramiento genético para selec-
cionar clones resistentes a enfer-
medades o insectos (Mittal e al.
1989), asi como en los programas
de conservacién de la especie.

En general, los taxa lefiosos son
dificiles de regenerar bajo condicio-
nes in vitro (Rout y Das 1993). La
mayoria de brotes adventicios no
crecen adecuadamente en presen-

tiplicacién in vitro. Por tanto, una
vez que los brotes tienen un tamafio
suficiente para separarse y subcul-
tivarse, deben ser transferidos a un
medio carente de este regulador
para que se desarrollen (Biondi et
al. 1984).

La fase de desarrollo de los
brotes obtenidos en multiplicacién
es de suma importancia, ya que en
este periodo debe alcanzar el tama-
fio adecuado y desarrollar raices,
para que cuando pase a aclimata-
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cién se garantice una alta supervi-
vencia. Sin embargo, muchas espe-
cies lefiosas son renuentes a formar
raices adventicias, ya sea in vitro o
in vivo (Arrillaga et al. 1991); esto
constituye un problema serio que
limita la micropropagacién exito-
sa con propoésitos comerciales. El
objetivo del presente estudio fue
contribuir con el desarrollo de un
método para la micropropagacion
de cedro (C. odorata L.) mediante
la determinacién de las condicio-
nes 6ptimas para el desarrollo y el
enraizamiento in vitro de brotes
micropropagados.

Materiales y métodos

La investigacion se realizé en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos
del Centro Agronémico Tropical de
Investigacion y Ensefianza (CATIE),
en Turrialba, Costa Rica, entre enero
y noviembre del 2001.

Fase de desarrollo.- Con explan-
tes epicotiledonares de 2-3 cm obte-
nidos de plantulas de 45-60 dias
de edad y provenientes de semilla
germinada in vitro, se evaluaron los
medios de cultivo Murashige y Skoog
(MS) (Murashige y Skoog 1962)
y Woody Plant Medium (WPM)
(Lloyd y McCown 1980) al 100, 75,
50 y 25%. Los medios de cultivo se
suplementaron con sacarosa (10, 20,
30 y 40 g/l) para establecer un dise-
fio experimental completamente al
azar, en arreglo factorial 2 x 42, con
cuatro repeticiones para MS, tres
repeticiones para WPM y un frasco
‘Gerber’ con tres brotes, como uni-
dad experimental.

Fase de enraizamiento.- En
tubos de ensayo de 25 x 150 mm se
colocaron brotes individuales obte-
nidos de explantes de nudo coti-
ledonar que median 1-2 cm. Cada
tubo de ensayo contenia 15 ml de
medio de cultivo MS al 50% con pH
de 5,7 suplementado con los regula-
dores y reactivos correspondientes
para cada etapa.

a) Induccion: se evalué el efecto de
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auxinas (o-dcido naftalenacético
(ANA): 0,5 y 1,0 mg/l y &cido
indol-3-butirico (AIB): 1,0 y
1,5 mg/l) y de un medio sin regu-
ladores en oscuridad mediante un
disefio experimental completa-
mente al azar con arreglo de tra-
tamientos T, + 22, diez repeticio-
nes y cuatro microestacas como
unidad experimental.

b) Expresion: se evalud el efecto de
diferentes concentraciones de car-
bén activado (0, 1,5, 2,0 y 3,0 g/l),
de sacarosa (15, 30 y 45 g/l) y del
gelificante (Agar 7 g/l y Phytagel
2 g/1) bajo un disefio experimental
completamente al azar, con arreglo
factorial 4 x 3 x 2, cuatro repeticio-
nes y dos microestacas como uni-
dad experimental.

¢) Desarrollo: los brotes se subculti-
varon en un medio suplementado
con sacarosa (15 g/l), el cual con-
tenia carbén activado (1,5 g/l) y
agar (7 g/l).

Analisis estadistico.- A cada
una de las variables: altura de
brote (cm), porcentaje de enrai-
zamiento, nimero promedio de
raices por explante y longitud de
raiz (cm), se le realizé un analisis
de varianza y prueba de Duncan
(0=0,05) mediante el procedimien-
to General Lineal Model (GLM)
(SAS 1999), previa transformacion
de los datos por las férmulas

arcsin\/@ 0 4/(¥+0,5).

Resultados
Fase de desarrollo
Hubo efecto del medio de cultivo y
de la interaccién de los tres factores
sobre la altura de brote. Ademas,
con el medio WPM se logré un
enraizamiento general, sin mediar
un procedimiento de inducciodn,
mientras que con el medio MS sélo
en algunos tratamientos se detecta-
ron raices.

Altura del brote. El medio WPM
mostrd efecto de la interaccion; el
25% formé la mejor combinacién

con sacarosa a 10 g/l, aunque no fue
estadisticamente diferente de otras
combinaciones (Cuadro 1).

Porcentaje de enraizamiento.
La mejor interaccién para favore-
cer el enraizamiento se obtuvo de
la combinacién de medio al 25%
mds sacarosa a 20 g/l; sin embargo,
la misma concentraciéon de medio
mds sacarosa a 30 g/l produjo el mas
bajo porcentaje de enraizamiento
(Cuadro 1).

Nimero promedio de raices por
explante. El valor més alto de nime-
ro de raices se obtuvo en el medio al
50% con 30 g/l de sacarosa, pero el
nimero de raices se redujo confor-
me se disminuyé la concentracién
del medio (Cuadro 1).

Longitud de raiz. La interac-
ciéon entre el medio al 100% vy la
sacarosa a 40 g/l fue la mejor para
promover una mayor longitud de
raiz. Con 30 g/l de sacarosa, la
longitud de raiz aument6 a medida
que disminuyo la concentracién del
medio hasta alcanzar el méximo al
combinarse con el medio al 50%;
ninguna de las otras combinaciones
tuvo el valor maximo observado
para esta variable, pero si el mini-
mo al combinarse con el medio al
25% (Cuadro 1).

Fase de enraizamiento

a) Induccion de raices

Para la induccién de raiz inicial-
mente se establecié un experimen-
to en disefio completamente al azar
con arreglo factorial 2 x 2. En esta
prueba preliminar se observé desa-
rrollo de callo pricticamente en
todos los tratamientos, por lo que
el experimento se repitid, incluyen-
do un testigo absoluto carente de
auxinas.

Porcentaje de enraizamiento. La
comparaciéon de medias sefialé al
tratamiento 1 como estadisticamen-
te superior al testigo. Segun el and-
lisis de varianza, la interaccién de
las auxinas no fue significativa; no
obstante, la combinacion de ANA



0,5 mg/l + AIB 1 mg/l tuvo un mayor
efecto sobre el porcentaje de enrai-
zamiento (Cuadro 2).

Nimero promedio de raices
por explante. La concentracién de
0,5 mg/l de ANA (datos no tabula-
dos) fue estadisticamente superior.
La interacciéon también fue significa-
tiva; ANA 0,5 mg/l + AIB 1 mg/l fue
la mejor combinacion.

Longitud de raices. El tratamien-
to 1 tuvo mayor efecto, en compara-
cién con el resto de los tratamientos
y el testigo. Los tratamientos 3 y 4
mostraron efectos similares, pero
menores que el testigo. La interac-
cién tampoco tuvo efecto en la lon-
gitud de raices (cm), pero se observd
una tendencia a disminuir con las
combinaciones de las concentracio-
nes mds altas (Cuadro 2).

b) Expresion de raices.

No se observo efecto de la interac-
cion entre los factores. En los efec-
tos individuales, en la concentra-
cién de 3 g/l de carbén activado se
observaron los valores méas bajos en
todas las variables. Los valores mas
altos para el porcentaje de enraiza-
miento y para el nimero de raices
se obtuvieron en los tratamientos
sin carbdén activado, mientras que
para la longitud de raiz el valor
mas alto se obtuvo con este mismo
reactivo a una concentraciéon de 2
g/l. La concentracién mds alta de
sacarosa produjo los valores mas
altos en el porcentaje de enraiza-
miento, nimero promedio de raices
por explante y longitud de raiz,
mientras que entre los dos tipos de
gelificante practicamente no hubo
diferencia numérica ni estadistica
(Cuadro 3).

Aunque el enraizamiento obte-
nido mediante los tratamientos de
induccién y expresion de raiz fue
notablemente inferior al observa-
do en la fase de desarrollo con el
medio WPM, este permiti6 la acli-
matacién posterior de las plantulas
(Foto 1).

Cuadro 1.

Valores promedio para los tratamientos con WPM,
en las diferentes variables evaluadas en la fase

de desarrollo de cedro

Porcentaje de  No. de raices  Longitud de

enraizamiento  por explante raiz (cm)
55,63 ab 1,54 ab 4,83 ab
66,63 ab 1,65 ab 6,50 ab
66,67 ab 2,33 ab 4,83 ab
77,77 ab 2,67 ab 11,83 a
88,87 ab 1,565 ab 3,67 ab
66,63 ab 2,22 ab 3,50 ab
77,77 ab 2,99 ab 6,00 ab
66,63 ab 1,89 ab 6,67 ab
88,87 ab 2,44 ab 4,00 ab
66,63 ab 1,66 ab 6,00 ab
88,87 ab 3,89 a 8,27 a
66,63 ab 2,55 ab 7,17 ab
55,53 ab 1,44 ab 4,33 ab
100,00 a 2,44 ab 9,30 a
22,20 b 022 b 0,83 b
77,67 ab 2,67 ab 7,17 a

Valores con letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa

M:jiﬁlge Azucar Altura de
(%) (g/1) brote (cm)
100 10 2,13 abc
100 20 1,94 abc
100 30 1,79 ¢
100 40 2,21 abc
75 10 2,36 abc
75 20 1,89 bc
75 30 2,11 abc
75 40 2,26 abc
50 10 2,00 abc
50 20 2,15 abc
50 30 2,46 ab
50 40 2,02 abc
25 10 2,59 a
25 20 2,14 abc
25 30 2,22 abc
25 40 2,02 abc

(Duncan 0,05).

Cuadro 2.

Comparacion de medias para los tratamientos evaluados
en la fase de induccion de raiz en brotes de cedro

Factor y nivel (mg/l)
Tratamiento

ANA AlIB
1 0,5 1,0
2 0,5 1,5
3 1,0 1,0
4 1,0 1,5
5 0 0

Porcentaje de Numero de Longitud
enraizamiento raices de raiz (cm)
31,818 a 1,023 a 0,652 a
15,000 ab 0,564 ab 0,595 a
11,111 ab 0,228 ab 0,277 a
15,625 ab 0,375 ab 0,244 a
9,375 b 0,172 b 0,465 a

Valores con letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa

(Duncan 0,05).

Discusion

Los nutrimentos del medio de cul-
tivo y la cantidad de sacarosa utili-
zados influyeron en el desarrollo de
los brotes. Las bajas concentracio-
nes del medio WPM (25 o 50%), al

igual que las concentraciones de 10
o 30 g/l de sacarosa, fueron las que
mas favorecieron la altura del brote.
Resultados similares se obtuvieron
con Croton sublyratus (Shibata et al.
1996). Lo anterior puede atribuirse
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a que las especies lefiosas requieren
una formulacién de nutrimentos baja
en concentraciones de sales (Margara
1988) y a que las bajas concentracio-
nes de sacarosa pueden inducir un
metabolismo autotréfico y favore-
cer una morfologia normal de brotes
(Garcia-Martin et al. 2001).

El enraizamiento espontdneo
observado en la fase de desarrollo
se favorecié mds acentuadamente en
el medio WPM, al 50% mads sacarosa
a 30 o 40 g/l, en comparacioén con el
medio MS a cualquier combinacién.
Este resultado podria atribuirse a
que la morfogénesis y el crecimiento
de los cultivos de tejidos de especies
lefiosas prefieren concentraciones
bajas de sales y a que la sacarosa
es fuente de energia para que las
plantas desarrollen tejidos y 6rga-
nos, como por ejemplo las raices
(Veirskov 1988).

La ausencia de efecto estadistico
no impide sefialar a la combinacién
de medio WPM al 50% mds sacarosa
a 30 g/l como la mejor para la fase de
desarrollo, a partir de la tendencia
general observada para las cuatro
variables evaluadas, lo cual coinci-
de con lo observado en Eucalyptus
tereticornis (Subbaiah y Minocham
1990) y en Acacia nilotica (Dewan
et al. 1992).

La poca respuesta de los explan-
tes en la fase de induccién de raiz
puede deberse tanto al tamafio de
los brotes utilizados (1-2 cm) como
a la formacién excesiva de callo
observada de manera general en
los tratamientos y atribuida a la
presencia de auxinas en el medio,
tal como se observé también en
micropropagacién de Ulmus pumila
(Corchete et al. 1993). Otra causa
podria ser la condicién de oscuridad
en la cual se realizé el experimento,
la cual provocé clorosis y defolia-
cién en los explantes (von Arnold y
Eerikson 1984), o también debido a
toxicidad, dado que los brotes jove-
nes se caracterizan por un alto con-
tenido interno de auxinas que bien
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Cuadro 3.
Efecto de carbon activado, sacarosa y tipo de gelificante
en la fase de expresion de raices de cedro

con'z;t;;xién Porc.entaj:e de Nu:;e:;:;g'::fio Longitud de raices
/) enraizamiento S (cm)
Carbén activado
0,0 16,66 a 0,72 a 0,46 a
1,5 10,41 a 0,27 a 0,30 a
2,0 14,58 a 0,35a 0,57 a
3,0 9,52 a 0,16 a 0,14 a
Sacarosa
15 9,37 a 0,22 a 0,24 a
30 9,67 a 0,31a 0,46 a
45 20,00 a 0,65 a 0,45 a
Gelificante
Agar 7,0 13,54 a 0,40 a 0,43 a
Phytagel 2,0 12,22 a 0,37 a 0,33a

Valores diferentes para cada variable y factor indican diferencia estadistica significativa (Duncan
0,05).

Foto 1. Micropropagacién de explantes nodales de cedro: Produccion
de raices en fase de enraizamiento (sup. izg.). Enraizamiento espontaneo
en fase de desarrollo (sup. der.). Plantas aclimatadas (inferior).

Fotos: Julian Pérez.



puede ser suficiente para inducir el
enraizamiento, tal como ocurrié en
la fase de desarrollo y que coincide
con resultados similares obtenidos
con Azadirachta indica (Eeswara
et al. 1997).

Aunque se menciona que el cul-
tivo de los brotes durante un dia
en oscuridad o con carbén activado
favorece el enraizamiento, en el
presente estudio se observé que el
carbén activado no lo mejord y mas
bien tuvo un efecto perjudicial con-
forme se increment6 su concentra-
cion. Este hecho puede atribuirse a
que, ademds de absorber exudados
indeseables, también elimina algu-
nos quimicos esenciales del medio,
como el hierro en forma compleja y
el zinc (Nissen y Sutter 1990).

La expresion de raiz se favore-
ci6 con las altas concentraciones de
sacarosa, aspecto igualmente sefia-
lado en el enraizamiento de brotes
de Acacia albida (Duhox y Davies
1985). El porcentaje de enraiza-
miento y el nimero promedio de rai-
ces por explante aumentaron con la
concentracion de sacarosa; el mayor
efecto se observé con 45 g/1, lo cual
es logico si se tiene presente que los
carbohidratos sirven como fuente de
energia y producen los esqueletos de
carbono necesarios para la forma-
cién de tejidos y 6rganos vegetales
nuevos (Veierskov 1988), las raices
en este caso.

El efecto minimo de los gelifi-
cantes se puede atribuir a que tanto
el tipo de gelificante como su con-
centraciéon pudieron haber afecta-
do la disponibilidad de nutrimentos
(Podwyszynska y Olszewski 1995).

Conclusiones

La diferencia principal entre el
enraizamiento obtenido en la fase
de desarrollo y el obtenido en induc-
cién y expresion de raiz fue el origen
de las raices: organogénesis direc-
ta e indirecta (formacién de callo),
respectivamente. Con base en lo
anterior, en la fase de desarrollo
seria factible evaluar el medio WPM

a diferentes concentraciones, combi-
nado con concentraciones de carbon
activado para incrementar el tamafio
de brotes (mediante la eliminacién
de residuos de citocininas) y mante-
ner un enraizamiento adecuado (en
porcentaje, nimero y longitud) que
garantice la supervivencia durante la
aclimatacion.

A pesar de que las fases de desa-
rrollo y enraizamiento in vitro se
realizaron de manera independien-
te, los resultados obtenidos permi-
ten formar un esquema general de

micropropagacién de C. odorata a
partir de explantes nodales obteni-
dos de semilla germinada in vitro.
Asimismo, las plantas obtenidas
garantizan el éxito de la metodologia
y la disponibilidad de material vege-
tal para evaluar su comportamiento
en el campo, con el fin de determi-
nar su tolerancia al barrenador de
las melidceas (H. grandella), lo que
sin duda apoyaria los esfuerzos que
se estan realizando para la conserva-
cién y el mejoramiento genético de

la especie. CT
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