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Desarrollo de un método de
micropropagacion aplicable a genotipos
selectos de Cedrela odorata L.
Optimizacion de la fase de multiplicacion

La mayoria de los arboles forestales no han sido objeto de programas de
domesticacién, por lo cual son organismos practicamente silvestres, que exhiben
una gran variabilidad genética. Ademas, sus caracteristicas propias, por ejemplo,
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sus largos periodos de vida y gran tamafio, hace mas dificil el mejoramiento

genético, en comparacion con los cultivos agricolas. Es aqui donde la

micropropagacion juega un papel importante, al permitir la propagacién masiva y

rapida de arboles élite.

| o TN e & TVTIVIARY, e

RESUMEN

El objetivo de la investigacién fue contii-
buir con el desarrollo de una metodolo-
gia de micropropagacion aplicable a
genotipos selectos de Cedrela odorata.
Los explantes de nudo cotiledonar, ob-
tenidos de semilla germinada in vitro,
se establecieron en medio MS al 50%
suplementado con 2,2 uM de 2-iP para
iniciacién de brotes axilares. Para eva-
luar el efecto de citocininas en la multi-
plicacion, los brotes obtenidos se
subcultivaron en el mismo medio, su-
plementado con 2,2, 6,5, 13,3 0 20 uM
de BAP, kinetina o 2-iP. Los explantes
sobrevieron en todos los tratamientos
de citocininas. El nimero maximo de
brotes se obtuvo con BAP a 2,2 y 6,5
UM. Estos tratamientos también fueron
estadisticamente superiores en cuanto
a dias a brotacion, porcentaje de brota-
cion y altura de brotes obtenidos. Las
altas concentraciones de todas las cito-
cininas produjeron callo en la base de
los explantes.

Palabras clave: Cedrela odorata; mi-
cropropagacion; genotipos; brotacion;
tallo
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SUMMARY

Development of a method for the
micropropagation of selected
genotypes of Cedrela odorata L. I.
Optimization of the multiplication
phase. The objective of this is
research was to contribute with the
development of a methodology for the
micropropagation of selected genotypes
of cedar (C. odorata).Cedar seeds were
sown in vitro and the seedlings were
used as source of explants. Nodal
cotiledonar explants were established
on half strength MS medium
supplemented with 2-iP (2,2 pM) for
axillary shoot initiation. To evaluate the
effects of cytokinins on shoot
multiplications, the shoots obtained
were sub-cultured in the same medium
added with BAP, Kinetin or 2-iP at 2,2,
6,5, 13,3 or 20 uM.Explants survived at
all these treatments. BAP at 2,2 or 6,5
UM produced the highest number of
shoots. These treatments were also
statistically higher in terms of days to
shooting, shooting percentage and
shoot height. High concentrations of all
cytokinins induced the formation of
callus in the base of the explants.

Key words: Cedrela odorata;
micropropagation; genotype; shooting;
stem.

| cedro (Cedrela odorata

L.) es una de las especies

de la familia Meliaceae ci-

tada entre las mas valio-

sas del mundo; sin
embargo, debido a las talas selectivas
y la falta de tecnologias para su re-
produccién, ha sufrido una sobreex-
plotacion no compensada con
programas de repoblacion. Sus po-
blaciones naturales se reducen rapi-
damente (Albert et al. 1995) y es cada
vez mas dificil localizar arboles con
didmetros de valor comercial (Alva-
rez 1999).

Por otro lado, existe el problema
que a nivel continental presenta esta
especie con el barrenador de las me-
lidceas, Hypsipyla grandella (Lepi-
doptera: Pyralidae), el cual ha
impedido el establecimiento de plan-
taciones extensas a escala comercial
(Newton et al. 1993). Afortunada-
mente aln es posible encontrar una
gran variabilidad genética de la espe-
cie (Navarro y Vasquez 1986), la cual
es muy Util en programas de mejora-
miento genético, asi como en ensayos
de propagacidn vegetativa utilizando
técnicas de cultivo de tejidos, en bus-
ca de nuevas posibilidades para resol-
ver los problemas planteados.
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En melidceas se estan realizando
algunos estudios en poblaciones na-
turales para caracterizar diversidad
genética (Patifio 1997). Particular-
mente, dentro del proyecto de “Mejo-
ramiento genético de meliaceas” en
el CATIE, se estan evaluando 380
procedencias de Cedrela odorata de
las cuales se han identificado algunas
por su buen desarrollo y por presen-
tar diferentes grados de tolerancia a
Hypsiphylla grandella, a un afio de su
establecimiento en campo (Navarro
2000, com. pers.). La germinacion in
vitro de este material, asi como su pos-
terior micropropagacion y aclimata-
cion de las plantulas obtenidas, es
importante para conocer el comporta-
miento de esta especie en cultivo in
vitro y apoyar la multiplicacion de ge-
notipos superiores en programas de
mejoramiento genético. Por lo ante-
rior, el objetivo de la presente investi-
gacién fue contribuir con el desarrollo
de un método de micropropagacion de
cedro (C. odorata L.), mediante la op-
timizacion de la fase de multiplicacion.

Materiales y métodos

La investigacion se realizé en el La-
boratorio de Cultivo de Tejidos, del
Centro Agronémico Tropical de In-
vestigacion y Ensefianza (CATIE),en
Turrialba, Costa Rica, de enero a no-
viembre del 2001.

Fuente de explantes. Para obtener
plantulas como fuente primaria de ex-
plantes (microestacas) se utiliz6 semi-
lla de C. odorata correspondiente a
los mejores genotipos del ensayo de
procedencias del proyecto “Mejora-
miento genético de meliaceas”,asi co-
mo semilla procedente de Pococi,
Costa Rica,suministrada por el Banco
de Semilla Forestal del CATIE.

Se utilizaron las recomendaciones de
Valverde et al. (1998) para la desinfec-
cion de C. odorata, y las de Orellana
(1997) para la germinacion in vitro.

Fase de iniciacion. Se tomaron ex-
plantes de nudo cotiledonar de 3 cm
de longitud de plantulas de 45 a 60
dias de edad y se colocaron vertical-
mente en el medio de cultivo MS
(Murashige y Skoog 1962),suplemen-
tado con 3% de sacarosay 2,46 UM de
2-iP (6-y,y-dimethylamino purina) pa-
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ra promover la brotacién de las yemas
cotiledonares. El medio se gelificd con
agar al 0,7% después de ajustar el pH
a5,7. De este medio se agregaron 25
ml en frascos “Gerber”’de 50 x 90 mm
cerrados con tapas plasticas “Magen-
ta” y se esterilizd en autoclave a
121°C por 20 minutos.

Fase de multiplicacion. Para determi-
nar la capacidad de produccion de
brotes de esta especie, se utilizaron
brotes obtenidos de la fase de inicia-
cion y se evalud la respuesta indivi-
dual de BAP (Bencilaminopurina),
kinetina y 2-iP (2,2, 6,5, 13,3, 20 uM),
bajo un disefio completamente al azar
con arreglo simple de tratamientos,
nueve repeticiones y un frasco “Ger-
ber* con tres microestacas como uni-
dad experimental.

Andlisis estadistico. A cada una de las
variables, tiempo a brotacién en dias
(TB), porcentaje de supervivencia y
de brotacién (PS, PB), numero pro-
medio de brotes por explante (NB) y
altura de brotes en cm (AB),se le rea-
liz6 un analisis de varianza y prueba
de Duncan (0=0,05), utilizando el
procedimiento GLM (SAS 1999),pre-
via transformacién de los datos me-
diante las formulas arsinfisi 0 T +05F .

Resultados

Obtencidn de explantes a partir de se-
milla germinada in vitro. Aungue no
fue un objetivo de la investigacion,
pero dado que se utilizd semilla de re-
colecciones recientes, asi como semi-
lla con 4-24 meses de recolectada, se
pudo observar que no hubo diferencia
entre éstas con respecto al porcentaje
de germinacion, pero si con relacion
al porcentaje de contaminacion (25%
en semilla de recoleccién reciente y
10% en semilla con cuatro o0 més me-
ses de almacenada).Ademas, hubo di-
ferencias en cuanto al vigor de
plantula, siendo la semilla “nueva” la
gue produjo plantulas mas vigorosas y
en menor tiempo. En la germinacion
in vitro de semilla de las procedencias
Mex 1-29,Mex 1-46,Mex 1-74.el por-
centaje de contaminacion vari6 entre
20-46%. Ademas, en la procedencia
Mex 1-46 se observd un 5% de plan-
tulas albinas (Figura 1) lo cual, auna-
do a las contaminadas (43%),

disminuyd considerablemente la dis-
ponibilidad de material para cultivar
posteriormente in vitro.

Fase de multiplicacion. EI comporta-
miento de los explantes a las diferen-
tes citocininas y concentraciones se
evalud en tres ensayos previos (datos
no reportados), los cuales permitie-
ron observar diferencias significati-
vas en PB, NB y en AB. Las mejores
concentraciones para favorecer éstas
variables fueron 2,2 y 6,5 uM de
BAP, mientras que las concentracio-
nes de 20 uM de BAP, 6,5 pM de ki-
netina y 13,3 o 20 uM de 2-iP
tuvieron un efecto minimo y por el
contrario, desarrollaron callo en la
base de los explantes. Esto afecto en
general la multiplicacion de los ex-
plantes, debido a que antecedi6 a la
formacion de raices, indeseables en
esta fase (Figura 2).

Al igual que en los ensayos previos,
hubo diferencias significativas entre
los tratamientos para todas las varia-
bles evaluadas (Cuadro 1), pero no
entre las concentraciones de BAP
cuando esta citocinina se evalud de
manera independiente (Cuadro 2).

Dias a brotacion. El promedio de DB
fue de 14,5 dias. Los mejores trata-
mientos fueron 2,2 uM de el 2-iP, 6,5
de lakinetinay 13,3 uM de la BAP los
cuales mostraron diferencia significa-
tiva con las bajas concentraciones de
la BAP, donde el tiempo requerido
fue de 30 dias.

Porcentaje de supervivencia. El pro-
medio de supervivencia fue de 70,8%
y se obtuvo hasta un 100% con 2,2 pM
de kinetina 'y 13,3 uM de 2-iP, pero es-
tos tratamientos solo mostraron dife-
rencia significativa con 13,3 uM de
BAP, 6,5 de kinetinay 2,2 uM de 2-iP,
donde la supervivencia observada fue
de 33,3%. Al evaluar solo los trata-
mientos con BAP, la mejor concentra-
cién fue 2,2 pM.

Porcentaje de brotacién. El mayor
porcentaje de brotacion (60,8%), se
obtuvo con 6,5 uM de BAP, el cual no
mostré diferencia significativa con
2,2 uM de BAP y 2,2 uM de kinetina
(33% y 33,2%, respectivamente), pe-
ro si con todas las demas concentra-
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ciones de estas citocininas y de 2-iP.
El PB mas bajo (5,5%) se obtuvo con
2,2 UM de 2-iP (Figura 3 a). Al repetir
el experimento s6lo con las concen-
traciones de la BAP, los mejores tra-
tamientos fueron 2,2 pyM y 13,3 pM
con un 100 y 93% de brotacion, res-
pectivamente.

NUmero promedio de brotes por ex-
plante. Con respecto a esta variable,
la BAP superd a la kinetinay ésta a la
2-iP. No hubo diferencias significati-
vas entre 2,2,6,5 0 20 pM de BAP con
2,2 UM de kinetinay 6,5y 13,3 uM de
2-iP, pero si entre 2,2 uM de BAP
(NB = 1,0) con los demas tratamien-
tos (Figura 3 b).

Figura 1.Plantulas albinas que disminu-
yeron la disponibilidad de ma-
terial vegetal como fuente de
explantes.
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- Efecto de diferentes citocininas en la fase de multiplicacion de explan-
tes nodales de cedro.

Tratamiento uM Dias brotacién Porcentaje de No.de brotes Alturade
supervivencia brotacién por explante brotes (cm)

BAP

1 2,2 29,26 a 77,7 ab 33,0 ab 0,44 ab 10a

2 6,5 29,20 a 94,3 a 60,8 a 1,00a 0,7 ab

3 13,3 5,80 b 33,3b 11,0 b 0,11b 02b

4 20,0 11,7 ab 83,3a 16,5b 0,49 ab 0,5 ab
Kinetina

5) 2,2 17,5 ab 100 a 33,2 ab 0,77 ab 0,3b

6 6,5 58b 333b 11,0b 0,16 b 02b

7 13,3 17,5 ab 83,3a 16,5b 0,33b 0,5 ab

8 20,0 11,7 ab 66,7 ab 11,0b 0.16 b 0,3b
2-iP

9 2,2 58b 333b 55b 0,05 b 0,2b

10 6,5 11,7 ab 61,0 ab 222b 0,50 ab 0,3b

11 13,3 17,5 ab 100 a 275b 0,38 ab 0,5 ab

12 20,0 11,7 ab 83,3a 11,0b 0,22b 0,3b

Valores seguidos por la misma letra, en la misma columna, no son estadisticamente diferentes (Duncan
0,05).

- Efecto de la benzilaminopurina (BAP) en la brotacion de explantes no-
dales de cedro.

Tratamiento UM Porcentaje de No.de brotes Altura de
supervivencia brotacién por explante brotes (cm)
1 2,2 100 a 100 a 4,06 a 0,7a
2 6,5 93,2a 79,8 a 3,06 a 0,7a
3 13,3 93,2a 932a 3,93a 05a
4 20,0 932a 86,4 a 253a 04a

Valores seguidos por la misma letra, en la misma columna, no son estadisticamente diferentes (Duncan
0,05).

Figura 2. Produccion de callo y raiz, observado en altas concentracio-
nes de citocinina.
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Figura 3. Efecto de diferentes citocininas sobre el porcentaje de brotacién (a) y el nimero promedio de brotes (b) en explantes no-

Kinetina 2-iP

No obstante que el nUmero de brotes
obtenido con el mejor tratamiento
(2,2 uM BAP),fue minimo (1),al eva-
luar solo los tratamientos de BAP se
obtuvieron de 2,5 a 4 brotes por ex-
plante, siendo nuevamente 2,2 uM la
mejor concentracidn observada.

Altura de brote. La altura del brote
fue similar en presencia de kinetina y
2-iP, pero se observd un mayor efecto
con BAP. Los brotes mas largos (1
cm), se obtuvieron con la concentra-
cion de 2,2 uM de BAP, la cual mostré
diferencia significativa con 13,3 uM
de BAP y con las concentraciones de
22 yM y 6,5 pM de Kinetina y 2-iP.
Los brotes més pequefios (0,16 cm) se
observaron en los explantes expues-
tos a 2,2 uM de 2-iP. Al repetir el ex-
perimento sélo con los tratamientos
de BAP, nuevamente se observd una
mayor altura del brote con 2,2 y 6,5
UM,

Discusion

En el presente estudio, la contamina-
cion inicial por hongos y bacterias de
las semillas influy6 negativamente du-
rante la germinacion in vitro y tam-
bién en la supervivencia posterior de
explantes, tal y como observaron Be-
rrios et al. (1991) en la micropropaga-
cion de diferentes especies de poro
(Erythrina spp.). Esto se puede atri-
buir a la asociacién de las semillas de
especies forestales tropicales con mu-
chos microorganismos, que de manera
natural ayudan a los procesos de ger-
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minacién, pero que representan un
factor limitante para los trabajo in
vitro (Castro, 2001).

La supervivencia més baja (33%)
se registré en los tratamientos de cito-
cininas, (BAP 13,3 uM,Kinetina 6,5 y
2-iP 2,2 uM), que aunque aceleraron
la brotacion, fueron estadisticamente
inferiores con las bajas concentracio-
nes de BAP (2,2 y 6,5 puM), en cuanto
al porcentaje de brotacion,nimero de
brotes y altura del brote obtenidos,
como se observo previamente en los
ensayos. Esta baja supervivencia pue-
de deberse al nimero y longitud redu-
cidos de los brotes, lo cual favorece
una mayor susceptibilidad de los mis-
mos, tanto a microorganismos conta-
minantes como a los nutrimentos y
reguladores del desarrollo empleados
en el medio de cultivo (Jaroensanti y
Panijpan 1981).

Las bajas concentraciones de la
BAP fueron maés eficaces para promo-
ver la brotacion de los explantes no-
dales de cedro y pueden sefialarse
como potencialmente tiles para la
micropropagacion de C. odorata, al
igual que se han sefialado para Eu-
calyptus globulus (Bennett et al.
1994), Alnus acuminata (Badilla et al.
1992) y Croton sublyratus (Shibata et
al. 1996) entre otras especies. No obs-
tante, los brotes obtenidos fueron
muy pequefios y dificultaron su sepa-
racién posterior para pasar a desarro-
llo (Trujilloet al. 1994,0Orellana 1997).
Por otro lado, la presencia de callo en
la base de los explantes, més frecuen-

temente observada a altas concentra-
ciones de citocinina, corresponde con
lo observado por Puddephat et al.
(1997) en Quercus robury puede atri-
buirse a que dichas concentraciones
superan un limite aceptable por el ex-
plante provocando este desorden fi-
siologico;otra causa podria ser la alta
intensidad metabolica de los explan-
tes, por ser tejidos jovenes, que les
confiere mayor potencial morfogené-
tico y con ello mayor facilidad para
emitir estructuras como brotes nue-
vos y raices, 0 en su defecto callo
(Bonga 1982).

Aunque el genotipo influye en la
respuesta de los cultivos in vitro
(Bonga y VVon Aderkas 1992) y especi-
ficamente, diferentes especies de
plantas muestran significativa variabi-
lidad en absorcién y metabolismo de
la BAP, afiadida al medio de cultivo
(Blakesley y Constantine 1992), los
resultados obtenidos sefialan que C.
odorata tuvo un comportamiento si-
milar a Cedrela tonduzii, al producir
un mejor desarrollo de brotes a la
misma concentracion de BAP (2,2
pUM) (Guevara et al. 1992), aspecto
gue coincide con lo encontrado por
Lineberger (2000) al mencionar que
especies diferentes de un mismo gé-
nero pueden responder igual a una
misma citocinina.
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Conclusiones

La benzilaminopurina (BAP) a niveles de
2,2y 6,5 uM fue la mejor citocinina para
favorecer la brotacién de explantes noda-
les de C. odorata. Sin embargo, el tamafio
de los brotes obtenidos no garantiza el éxi-
to para pasar a la fase posterior del cultivo
in vitro (desarrollo),por su dificil manejo y
la mayor susceptibilidad a la manipula-
cion. Por lo anterior, seria recomendable
realizar un subcultivo en un medio con car-
bon activado para remover residuos de ci-
tocinina utilizada en multiplicacién
(Biondi et al. 1984), para favorecer el alar-
gamiento de los brotes obtenidos. _'!;,.

La presente investigacion fue realizada gracias al
apoyo financiero del Consejo Nacional de Ciencia
y Tecnologia (México). El primer autor también
agracedece todo el apoyo recibido, por parte del
personal del laboratorio de biotecnologia del
Centro Agronémico Tropical de Investigacion y
Ensefianza (CATIE).
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