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Estar loco se dice que es haber perdido la razon. La razon, pero no la verdad porque hay
locos que dicen las verdades que los demds callan, por no ser ni racional ni razonable
decirlas, y por eso se dice que estan locos. Y qué es la razon?,
La razon es aquello en que estamos todos de acuerdo, todos o por lo menos la mayoria. La
verdad es otra cosa, la razon es social: la verdad, de ordingrio, es completamente
individual, personal e incomunicable. La razon nos une y las verdades nos separan,
Mas puedo caer en la cuenta de que acaso es la verdad la que nos une y son las razones las
que nos separan, y de que toda esta turbia filosofia sobre la razén, la verdad v la locura

obedece a un estado de énimo o a un estado mental...tal vez sea locura.

M. Unamuno
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RESUMEN

Cedrela odorata L. (cedro 10jo) es una de las principales especies forestales que en nuestro pais €3
explotada por su madera, sin embargo, ésta como otras especies forestales tropicales han presentado

dificultad en su propagacién tradicional ya que presentan ciclo de vida largo y semillas recalcitrantes.

La micropropagacion representa una alternativa para generar un gran nimero de plantas en poco

tiempo, con las cuales pudieran iniciarse plantaciones que a largo plazo recuperen freas deforestadas.

El objetivo central de este trabajo fue regular la expresion morfogenética de Cedrela odorata a
través de combinaciones y concentraciones de los componentes del medio, tanto en su parte inorgnica
como en la organica, estableciendo en principio, las condiciones asépticas adecuadas para la siembra de
los explantes, los cuales dieron una respuesta consecuente a dicha regulaciéon, manifestindose en la

diferenciacién y desarrollo de brotes adventicios.

Los medios probados fueron el de Murashige y Skoog (1962) y el de Heller {1953), los cuales se
suplementaron con distintas concentraciones y combinaciones de AIA, AIB y ANA como auxinas, BAP y
2ip como citocininas.y la giberelina AG;. Ademas se buscd disminuir la oxidacién adicionando pirogalol
mas acido ascérbico, y promover la diferenciacién y crecimiento de brotes modificando la fuente de

carbono.



ABREVIATURAS

AIA Acido indol-3-acético

AIB Acido indolbutirico

AG; Acido giberélico

ANA Acido naftalenacético

BAP 6-bencilaminopurina o benciladenina

2ip 2-isopentiladenina o 6-{y,y-dimetilamino) purina
Kgem™ Kilogramos por centimetro cuadrado

M Molar

MS Medio de Murashige y Skoog (1962)

mgL"! - Miligramos por litro

mM Milimolar

msn;n Metros sabre el nivel del mar

HEm’s! MicroEinsteins por metro cuadrado por segundo
uM Micromolar

N Normal



1. INTRODUCCION.

Las plantas tienen la capacidad de reproducirse tanto sexual como asexualmente, ésta ultima forma
depende en gran medida del potencial de las células vegetales para producir una réplica de Ia planta
original con el mismo genotipo. Dicha réplica recibe el nombre de clon; bajo este principio se realiza la

técnica de micropropagacion o cultivo de tejidos vegetales (Hocker, 1984; Huang, 1993).

El término de cultivo de tejidos, o cultivo in vitro, se define como el proceso de reproduccion
asexual usando técnicas artificiales, en donde el tejido o explante se desarrolla bajo condiciones asépticas
y factores ambientales controlados como la luz y la temperatura, y de balances nutricionales que
promuevan la morfogénesis de los explantes, proceso basado en el fendémeno de la “totipotencia” de las

células (Aitken-Christie et al,, 1981; Villalobos y Thorpe, 1985).

El empleo de la micropropagacién ha ido en aumento en gran diversidad de especies para resolver
problemas practicos en la agricultura, medicina e industria (principalmente en arboles que proporcionan
madera); esto incluye la produccion de productos naturales, y la multiplicacién clonal répida de genotipos
selectos, Las ventajas que muestra esta técnica respecto a otros sistemas de propagacion, se pueden
resumir en seis puntos importantes: 1) con una pequefia cantidad de tejido (ltamado explante)
potencialmente se pueden generar un gran niimero de plantas; 2) esta técnica representa una opcidn para
la multiplicacion de especies con dificultades para ser propagadas por métodos convencionales; 3 el
namero de plantas derivadas por genotipo se puede incrementar ripidamente y en tiempos més cortos; 4)
se pueden multiplicar grandes cantidades de plantas en espacios reducidos y a bajos costos; 5) se puede
controlar la sanidad del material propagado y 6) los materiales se pueden transportar bajo las condiciones

in vitro hacia otros paises con menos restricciones (Estrada, 1988).



Es facil comprender el interés en propagar clonalmente especies arboreas, si s¢ toma en cuenta lo
largo que son los ciclos desde la siembra de las semillas hasta la floracién. Mas adin, estos largos periodos

han hecho muy dificil la aplicacion de la genética convencional en el mejoramiento de estas especies.

Desde hace varios afios, se han venido realizando diversas investigaciones sobre e establecimiento
y manejo de plantaciones, con el objeto de generar los conocimientos y técnicas necesarias para el cultivo
de especies forestales con interés econdmico. El cedro rojo (Cedrela odorata L) es un rbol que ha
mostrado su potencial como fuente de madera para !a industria forestal. Precisamente por lo anterior, es
que al realizar un cultivo in vitro se pueden obtener un gran nimero de plantas en menor tiempo sin partir
de semillas, anulando la probabilidad de no germinacién en medios naturales, por las condiciones del
suelo o inviabilidad de la misma semilla. De tal modo, la técnica de cultivo in vitro representaria una gran
opcibn para propagar un gran nizmero de plantas con las que se inicien plantaciones (Patifio, ef al.,
1997).

Debido a la importancia econémica que tiene el cultivo de especies forestales, y dado que su
propagacién tradicional es limitada, e! presente trabajo pretende ser el inicio de un proyecto
interdisciplinario que busca alternativas en la propagacion de especies de maderas finas.



II. OBJETIVOS

Objetivo general:
Determinar un medio de cultivo que genere el mayor nimero de estructuras diferenciadas (brotes
adventicios de Cedrela odorata) a partir de hojas y yemas apicales y adventicias utilizadas como

explante, obtenidas de arboles jovenes de cedro rojo.

Objetivos particulares:

* Determinar el método de esterilizacion para el cultivo in vitro de Cedrela odorata L.
¢ Seleccionar el explante mas adecuado para la expresion morfogenética in vitro

¢ Definir la composicién del medio bésico para el establecimiento de los explantes

* Determinar la composicién de la parte organica del medio para la generacion de estructuras
diferenciadas

III. HIPOTESIS

Si la respuesta morfogenética de la planta esta modulada por el ambiente, entonces dicha respuesta en
cultivos in vitro de yemas y hojas se regulara por la composicion organica e inorganica del medio,

estimulando la diferenciacion de brotes adventicios.



IV. ANTECEDENTES

A) Produccién forestal maderable en México

La produccién forestal maderable de México es de 13.5 millones de metros cibicos rollo, y se obtiene
fundamentalmente de tres regiones: Sierra Madre Occidental (Chihuahua y Durango), Sierra Madre del
Sur (Oaxaca y Jalisco) y en el estado de Veracruz, de estas entidades, Durango es el mayor productor

con 2.2 millones de metros cibicos rollo (INEGI, 1997).

De la produccién total maderable en Durango, el 92% corresponde a especies del género Pinus,
ya que México posee el mayor niimero de especies en el mundo, el 6.7% a madera de encino y el 1.3%

restante a madera de oyamel y otras especies (INEGI, 1997).

Existen otras especies maderables que se encuentran tanto en bosques de clima templado-fiio
comio en selvas de zonas célido-hitmedas. Para el primer caso, se pueden mencionar algunos géneros con
importancia econdmica: cedro blanco (Cupressus), aile (Alnus) y enebro (Juniperus), en el segundo caso,
se distinguen los siguientes géneros: ébano (Pithecellobium), pukté (Bucida), cedro rojo (Cedrela),
caoba (Swietenia), y chechem (Metopium). En ese sentido, Veracruz ocupa el primer lugar en la
produccién maderable de otras especies con 750 mil metros cibicos, Guerrero se encuentra en segunda

posicién con 440 mil metros cibicos y Campeche se ubica en tercera posicion con 390 mil metros cibicos

(INEGI, 1995).

Especificamente, en las zonas calido-himedas de México se encuentran comunidades vegetales
muy densas, con gran cantidad de especies arboreas, abundantes bejucos y plantas trepadoras. De
acuerdo a la altura de los arboles dominantes y al carcter perennifolio o caducifolio de los mismos, las
selvas del pafs se agrupan, de manera general, en los siguientes tipos: selva alta perennifolia, selva alta o
mediana subperennifolia, selva mediana subperennifolia, selva mediana subcaducifolia, selva caducifolia y

manglar (Rzedowski, 1984).



El aprovechamiento y uso de la gran diversidad de maderas provenientes de especies de rboles
tropicales ha sido una de las actividades mis importantes en la economia de la zona cilido-hiimeda del
pais, particularmente en la del sureste de México. Las especies econdmicamente mas importantes son
caoba, cedro, chach, chechem, chicozapr;)te, ébano, guanacaste, mangle y pukté. El total de estas

especies para la Repiblica Mexicana fue de 580 mil metros cibicos, segtin el ltimo reporte del INEGI

(1997).

Cedrela odorata produce madera en un total de 60 mil metros ciibicos siendo Veracruz la entidad
que ocupa ¢l primer lugar a escala nacional con 17 mil metros cibicos. Los estados que le siguen son
Tabasco, Quintana Roo y Puebla. La produccién forestal se lleva a cabo principalmente en terrenos
ejidales (72.3%), con los terrenos privados en segundo tugar (25.4%) y los de unidades mixtas {2.2%).
La producci6n forestal maderable de la Repiblica Mexicana se destina en gran parte (31.2%) al uso
integral (aserrio, posteria, lefia y carbén) (INEGI, 1995).

B) Problemitica

La tasa de deforestacién se ha acelerado en las dltimas décadas, en especial en los ecosistemas forestales
tropicales. La deforestacion, en la actualidad es uno de los problemas de mayor interés y preocupacion
general, por las repercusiones negativas que ocasiona sobre otros recursos y por su contribucién al
deterioro ambiental. Sin embargo, la eliminacién de la vegetacién no es un fenémeno reciente; de hecho,
esta actividad ha acompafiado siempre al desarrollo de las sociedades humanas (Vargas y Velazquez,
1992).

Los bosques tropicales cubren alrededor de 800 millones de hectéreas, lo que equivale entre 35%
y 45% de toda la superficie forestal del planeta y es en Latinoamérica en donde se presentan las tasas de

deforestacion més elevadas (Capd y Sanchez, 1992).



Se consider6 durante mucho tiempo a las explotaciones forestales comerciales como el principal
factor de deforestacion; sin"embargo, en la actualidad la situacién ha cambiado en forma considerable.
Datos de la FAQ indican que més del 80% de la madera extraida de los bosques se utiliza como

combustible en las areas rurales (Capé y Sanchez, 1992).

Diferentes autores coinciden en sefialar a la transformacion de terrenos forestales en zonas de
cultivos agricolas o de pastizales como los principales agentes de deforestacion, en particular de regiones

tropicales.

Determinar las causas que motivan la accién de los agentes de deforestacion es mucho mas
complicado por las interacciones que se dan entre ellas. En primera instancia se encuentran las causas
obvias, como el creciente sumento de la poblacién humana, asociado con un aumento en la demanda de
alimentos y de bienes y servicios derivados, finalmente la explotacion irracional de los productores de

madera han acelerado la deforestacién en el planeta (Capé y Sénchez, 1992).

Es evidente que se debe tener conocimiento acerca de las implicaciones ecolégicas y ambientales a
las que nos lleva la deforestacién por demibo de drboles maderables. Los derribos dafian las copas y
fustes de los drboles vecinos, asi como aquellos en regeneracion avanzada. El grado de dafio depende del
tamaiio y nimero de érboles derribados por unidad de 4rea. Los individuos en regeneracion avanzada son
los mis afectados retrasindose asi la sucesitn y la recuperacién de masa. Otros aspectos que deben
considerarse ligados a la explotacion forestal son: pérdida de la productividad de suelo, azolvamiento de
cauces, lagos, presas y otros cuerpos de agua, proliferacién de plagas y enfermedades (Capé y Sénchez,
1992).

Una altemativa para los problemas anteriormente expuestos es la restauracién de zonas
deforestadas, el mejoramiento genético, asi como la seleccion de especies a plantar. Para reforzar trabajos
sobre plantaciones forestales hacen falta métodos de genética forestal. Al estabiecer una plantacion uno
de los problemas es que no se cuenta con el germoplasma certificado y adecuado para producir la planta

que satisfaga el objetivo (Jasso y Lopez, 1992).




C) Propagacién vegetativa

La demanda mundial de productos forestales se incrementa dia a dia, ya sea por productos maderables,
industria quimica y del papel, asi como las necesidades de reforestacion y la utilizacién potencial de
derivados vegetales para la produccién de energético. Ante este panoramz de creciente demanda de
productos comerciales es necesario producir irboles que respondan a estas necesidades. Esto significa
plantar arboles de ciclo corto, con madera de buena calidad, troncos uniformes, rapido crecimiento, etc, y
por otro lado, aplicar un sistema que permita la multiplicacién masiva de individuos con caracteristicas

deseadas.

El mejoramiento genético de especies forestales no ha sido tan rapido como el de los cultivos
agricolas. El largo periodo de crecimiento desde la siembra de la semilla hasta la floracién, es uno de los
grandes obstéculos para el mejoramiento genético de manera tradicional, ya que significaria un largo
tiempo. Ante este panorama los métodos de propagacién vegetativa representan una posible solucién a
este tipo de problemas, incluso esta técnica de propagacién se ha convertido en cierta forma en rutina

para ciertas especies de pinos tales como P. taeda, P. virginiana y P. radiata (Aimers-Halliday, 1992).

Bésicamente al hacer propagacién vegetativa se esta imitando un proceso que de manera natural
ocurre en la naturaleza, con la diferencia que en el laboratorio es posible modificar y acelerar el proceso

de clonacién.

La propagacién vegetativa (reproduccién asexual) de especies forestales contribuye en gran

medida a la domesticacién y mejoramiento de especies. Algunos de los aspectos que apoyan esto son;

1. La propagacién vegetativa' tiene el potencial para incrementar el rendimiento de una generacion

durante un programa de mejoramiento.
2. Se pueden seleccionar y multiplicar caracteres derivados de genes con acci6n aditiva y no aditiva.

3. Los clones seleccionados se pueden mantener como bancos de germoplasma para posteriormente

obtener nuevos materiales genéticos mediante polinizacién controlada.

4. Los clones seleccionados se pueden emplear en plantaciones comerciales,
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5. Los progenitores genéticamente uniformes se pueden multiplicar en gran escala.

6. El tiempo desde la siembra, hasta el corte de arboles se reduce hasta afio y medio (aproximadamente)

con propagacion clonal (Villalobos ef al., 1983; Vargas ef al., 1997).

a) Macropropagacién

La propagacién vegetativa mediante macropropagacion involucra el uso de métodos convencionales tales
como injertos o enraizamiento de estacas. Es mediante el empleo de estas técnicas que ha sido posible la

produccidn masiva de clones en algunas especies forestales.

El método tradicional de propagacion vegetativa en la mayoria de las especies forestales es el
estacado. Una de las desventajas es que las estacas van perdiendo su capacidad para enraizar a medida
que el arbol de origen es mis viejo. Ademas se sabe que el comportamiento de las estacas tiene mucho
que ver con la edad del drbol, su vigor, la posicién de la planta y la estacién del afio en que se cortan
{Niembro, 1990).

Otra prictica usual en la propagacién vegetativa consiste en seleccionar et irbol con mejores
caracteristicas y propagarlo mediante injertos. Los érboles sometidos & mejoramiento y pruebas de
progenie han sido fuente de semilla; sin embargo, la descendencia no muestra las caracteristicas
favorables de los progenitores. Es importante mencionar que durante el transcurso de su desarrollo, las
especies arb6reas pasan por una sucesion de cambios morfolégicos y fisiolégicos que de alguna forma
afectaran su crecimiento. Generalmente los propégulos de regiones bajas y del centro del arbol poseen
caracteristicas més juveniles que las del resto del arbol y, por ende, esas regiones serian mis susceptibles

de ser propagadas vegetativamente.

Uno de los aspectos mds importantes de la propagacion vegetativa, es que mediante el empleo de
cualquiera de las técnicas se estin buscando caracteristicas morfogenéticas deseadas en las plantas.

(Niembro, 1990).
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b) Micropropagacién: Cultivo de tejidos

El cultivo de tejidos no es una técnica nueva. Desde la década de los 40°s se han hecho aportacienes
sustanciales a los programas de mejoramiento de muchas especies horticolas y agricolas, pero no es asi en
¢l caso de especies forestales, aun cuando los primeros estudios sobre esta técnica se hicieron en especies
maderables. En 1960 ¢l cultivo de tejidos de especies de coniferas se beneficié con las investigaciones
relacionadas con los requerimientos nutritivos de los tejidos cultivados in vitro. En la década del 70's ya
se presentaban trabajos relacionados con la regeneraci6n in vitro de diferentes gimnospermas (Villalobos

et al., 1983).

A diferencia de las especies anuales y bianuales, las especies perennes han mostrado mayor grado
de dificultad para su micropropagacién. Hoy dia, ain cuando se han logrado algunos importantes
adelantos, sobre todo en coniferas, en la mayoria de los casos se han empleado tejidos jovenes como
fuente de inoculo, ya que los tejidos y 6rganos maduros son poco sensibles a las condiciones in vitro

(Amold, 1981).

J) Organogénesis

Mediante el proceso organogenético es posible diferenciar brotes y raices adventicias, hasta formar una
planta completa. La micropropagacion es influenciada grandemente por el genotipo, el estado fisioldgico
del explante, la planta donadora del explante, asi como de las condiciones ambientales in vifro y los

medios de cultivo.

Particularmente en coniferas, el método de propagacion in vifro usado con mis éxito ha sido la
produccion de brotes adventicios a partir de cotiledones de semillas en germinacién; se repona-su uso en
mas de 25 especies de gimnospermas. Algunas de las especies en las que se reporta gran éxito en la
propagaci6n masiva de esta técnica son: P. radiata (Aitken ef al., 1981), P. taeda (Mott y Amerson
1981), P. brutia (Abdullah y Grace 1985), P. virginiana (Chang et al. 1991), P. eldarica (Sen et al.,
1993).
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Los tejidos jovenes han mostrado mejores respuestas in vitro que los maduros; sin embargo, los
tejidos maduros tienen la ventaja de que ya han expresado su potencial genético, cosa que no ocurre en
los tejidos jévenes. Con respecto a éstos, se han cultivado embriones, cotiledones, hipocétilos, epicotilos.
En pinos los embriones o partes de ellos han sido una fuente importante para la diferenciacién de brotes
adventicios. Estos tejidos son aparentemente una fuente ideal debido a que son meristemdticos por
naturaleza y no requieren de una fase intermedia de callo para la produccién miltiple de brotes. La
frecuencia en el uso de embriones aislados no implica necesariamente que otras partes no puedan

progresar in vitro (Sutter, 1988)

La formacién de plantas in vitro mediante organogénesis se puede dividir en cuatro etapas: 1)
iniciacién de yemas, 2) paso de yemas a brotes, 3) enraizamiento de los brotes y 4) trasplante a suelo
(Villalobos ef al., 1983).

if) Embriogénesis som4tica

La micropropagacién mediante embriogénesis somtica involucra el desarrollo de embriones a partir de
células embriogenéticamente competentes in vifro. En contraste con la organogénesis, la embriogénesis
somética es un proceso de una sola etapa, ya que implica la formacién del embrién completz, esto es, el
brote de un pelo y la radicula en el otro, tal como ocurre en el embridn cigotico. Las células somaticas
pueden ser inducidas in vitro hacia un proceso embriogenético por medio del cual se diferenciarén
estructuras bipolares similares a los embriones cigdticos. El interés practico de este método de
propagacién es que haciendo uso de genotipos deseables, éstos se pueden multiplicar casi ilimitadamente,

con relativa facilidad y en forma sincrénica (Tautorus ef al., 1991).

En algunos casos el proceso embriogenético implica el establecimiento de callos en divisién activa
obtenidos de un inoculo deseable. El callo o el cultivo en suspensién puede ser estimulado a formar
embriones al manipular la relacién auxinas-citocininas. Aunque este método para lograr la diferenciacion
no se puede aplicar a todas las especies con igual éxito, se ha encontrado que si la concentracién de
auxinas cs alta en fases iniciales y se elimina la auxina en la etapa de proliferacién, se induce la

diferenciacion de embriones sométicos. Dado el creciente interés en el estudio de estos procesos en



13

especies forestales, se ha observado un incremento en la informacién sobre embriogénesis somédtica en

dichas especies de coniferas (Von Amold y Hakman, 1987., Tautorus ef al., 1991),

El inoculo mas adecuado para el proceso de iniciacion en la mayoria de los casos es el embrién
cigotico inmaduro o bien el gametofito conteniendo al embrién cigbtico que es colocado en un medio de

cultivo (Tautorus et al,, 1991).

Se distinguen cuatro etapas que conducen a la formacién de embriones sométicos que son:;
iniciacion, proliferacion, maduracién, conversién (germinaci6n) y se proponen las siguientes etapas para
el desarrollo de los embriones: etapa 1) embriones pequeiios, transparentes, constituidos bisicamente por
la region de la cabeza y células suspensoras; etapa 2) (globular) embriones prominentes, opacos; etapa 3)

(corona) embriones con cotiledones; etapa 4) embriones con ridicula {Newton et al., 1995).

En especies arboreas, especialmente en coniferas, las investigaciones sobre embriogénesis

somdtica son muy escasas, en comparacién con las que se han realizado sobre las especies herbiceas

D) Propagacion in vitro de especies forestales.

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica de gran utilidad para la rapida multiplicacién clonal de
muchas especies. Aunque la micropropagacion de lefiosas se ha efectuado més lentamente que la de

herbaceas, las técnicas de microcultivo se han aplicado a varias especies de angiospermas.

En algunas especies de Quercus acutissima se ha estudiado el efecto del tamafio y origen del
explante que se emplea al establecer un cultivo in vitro. Al emplear yemas axilares de drboles maduros
(10 afios), la propagacion se hace dificil. Los mejores resultados se obtienen al utilizar yemas axilares de
plantas de dos meses de edad. Al emplear brotes embrionarios cotiledones ¥ ejes embrionarios se produce

embriogénesis con MS a [a mitad de concentracion, GA y BAP ImgL™ cada uno (Shoyama ef al, 1992).
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San José (1986) reporta que después de seis semanas de cultivo se obtienen buenos resultados al
utilizar secciones nodales y basales, disminuyendo las tasas de elongaci6n y proliferacién al emplear las

yemas apicales. La citocinina empleada para la induccién del desarrolio de yemas axilares fue la BAP (0.1

mg/l).

Von Amold y Erkson (1981) aislaron embriones de Pinus contorta, induciendo brotes
adventicios en un medio suplementado con citocininas. Después del desarrollo de brotes se transfirieron a
un medio sin citocininas. El crecimiento de brotes se indujo por la adicién de carbén activado al medio
basal y un pequefio porcentaje de brotes fueron enraizados. La capacidad de formacidn de brotes varia
dependiendo de la zona de colecta de la semilla. En Liquidambar styraciflua muchos de los trabajos en
cultivo de tejidos para la propagacion clonal, se han hecho utilizando fuentes juveniles de explantes. La
fisiologia y anatomia de regeneracion de plantas se estudia en base a las caracteristicas del explante
{Sutter, 1989).

Una de las mayores dificultades encontradas en propagacién vegetativa de muchas especies
forestales es la relacion inversa que existe entre la edad del explante y la facilidad de enraizamiento, no
obstante se han logrado enraizar arboles de zonas de temperatura variada como Populus, Quercus,
Ligquidambar, Acer, Castanea, etc. En #reas tropical o sub-tropical en donde hay especies
comercialmente importantes han sido propagadas exitosamente los géneros Eucalyptus, Casuarina,

Gmelina y Ficus, entre otras (Brown y Sommer, 1930)

Especies de mayor interés econémico como Ceiba pentandra se han micropropagado
recientemente, probando distintos antioxidantes como el dcido ascorbico, dcido citrico y pirogalol; en el

crecimiento y la induccion de brotes adventicios a partir de yemas { Uribe, 1998),

La caoba (Swietenia macrophyila), siendo una especie de muy cotizada por la madera fina que
produce, ya ha sido estudiada 2 nivel de cultivo de tejidos vegetales, lograndose diferenciar brotes

adventicios (Bonilla, 1999).
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Cedrela odorata, siendo ung especie forestal de interés econémico no ha sido estudiada con gran
amplitud, aunque Enriquez (1985) logré la propagacién del arbol a partir de segmentos de tallo apicales y
subapicales.

Por otro lado, técnicas mas avanzadas como la encapsulacién alginada de brotes y yemas axilares
para la produccion de semillas artificiales han logrado la regeneracién de plantas en un 28.6% en Cedrela
odorata 'y en un 100% en Guzuma crinita ( Muruyama ef al., 1997).

E) Medio de cultivo

El éxito del cultivo de tejidos vegetales se debe en gran medida a la naturaleza del medio de cultivo. Para
un crecimiento vigoroso y saludable, las plantas necesitan de un suelo con macronutrientes (sales de
nitrégeno, potasio, calcio, fosforo, magnesio y aziifre) y micronutrientes (sales de fierro, manganeso,
zinc, boro, cobre, molibdeno y cobalto). El medio de cultivo no s6lo debe contener sales de micro y
macronutrientes, también debe contener una fuente de carbono, cominmente sacarosa, asi como otros
compuestos orgdnicos entre los que se encuentran algunas vitaminas, antioxidantes y reguladores de

crecimiento, ademés de incluir un gelificante (George y Sherrington, 1984).

a) Macroelementos
Los elementos que han demostrado ser importantes para el cultivo de tejidos son:

El nitrégeno es importante en ¢l metabolismo de proteinas y amino4cidos, Y por tanto juega un
papel importante en el crecimiento y diferenciacion. En la planta intacta, al proveerse de nitrégeno, se
afecta la morfologia de un modo caracteristico en la elongacion de hoja y tallo. En los medios de cultivo
de tejidos, el nitrégeno es abastecido por el nitrato, sal de amonio, amino4cidos y productos organicos
complejos como la caseina y leche de coco hidrolizada. La aplicacién de nitratos puede conducir a la
ramificacion de raices, al rompimiento de dormancia en semillas y yemas, en estas altimas al liberar Ja

dominancia apical (Uribe, 1998; Gonzilez, 1999).
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Los medios con el nitrato como la fuente Uinica de nitrogeno pueden llegar a ser més alcalinos con

ef tiempo, controlandose con la adicion de pequefias cantidades de sal de amonio (Devlin, 1982).

El potasie es el cation mis abundante en la célula, juega un papel importante en ¢l control
osmético. En el citoplasma activa un niimero importante de enzimas, incluyendo varias que actian en la
glucolisis y en la sintesis de proteinas. El citoplasma necesita de este elemento para la actividad
fotosintética, el control del proceso de transporte de la membrana y para la regulacion del pH
citoplismico (Bidwell, 1980).

En el medio nutritivo la captacién de potasio se estimula por citocininas y luz, pero es inhibido

por ABA.

El calcio es un componente de la pared celular, membranas y lignina. Su concentracion es
frecuentemente baja en los medios, principalmente a causa de su baja solubilidad en agua; esto puede
conducir ficilmente a que se de una deficiencia de calcio en los tejidos, lo cual provoca necrosis

(Gonzélez, 1999).

El magnesio activa muchas enzimas, es un componente estructural de la clorofila y se requiere
que mantenga integro el ribosoma, el acido nucleico y la membrana; interactia fuertemente con el calcio y
el manganeso. En algunos medios como el Litvays, medio que se usa para ceniferas, la concentracion

empleada es alta. La captacién de magnesio se inhibe a pH bajos (Bonga y Aderkas, 1992).

El fésforo a nivel organico, forma parte del acido nucleico y de los fosfolipidos, ademis de
intervenir en la glucolisis y en la fotofosforilacion. El fosforo en el sustrato es asimilado en forma de iones
fosfato y la cantidad de iones disponibles depende del pH del sustrato, ademas de la presencia de otros

elementos como el fierro, el aluminio y el calcio.

La movilizacién de almiddn dafia hojas en las plantas deficientes de fosforo. En tales plantas, se da
la acumulacidn de almidén en cantidades excesivas en el cloroplasto. La biosintesis de etileno es inhibida
por niveles altos de fosfato inorgénico en el medio incubado. Aumentar el nivel del fosfato en el medio de

cultivo puede provocar elongacién y produccion de brotes (Bonga y Aderkas, 1992).
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Al azufre la planta lo absorbe en forma de ion sulfato. Al igual que ¢l ion fosfato, el ion sulfato es
débilmente absorbido, aunque la absorcidn aumenta al disminuir el pH del sustrato, El azufre se encuentra
en ¢l aminoicido metionina, cisteina y en la vitamina tiamina. Algunos cultivos crecen bien,

indistintamente sobre medios que contienen aminoacidos (Devlin, 1982).

b) Microelementos

El fierro funciona en gran variedad de procesos redox. Se encuentra en la enzima nitrato reductasa,
catalasa, en el citocromo respiratorio y otras enzimas. El fierro es mas facil de absorber por las plantas en

su forma ferrosa, pero también pueden ser absorbidas cantidades significativas de ion férrico.

El fierro en el medio de cultivo es un contribuyente importante en la destruccién de AIA En
algunos medios de cultivo, incluyendo el medio de MS, el fierro tiende a formar precipitados con el
fosfato. La precipitacién de fierro puede conducir a una deficiencia en el tejido cultivado que es

propiciada por un pH alto (Bonga y Aderkas, 1992).

El manganeso también es tomado por la planta en forma de ion. El manganeso es toxico en

presencia de molibdeno en concentraciones més altas y su exceso conduce a la deficiencia de fierro,

En cultivo de tefidos actia como cofactor en la oxidacién de AIA y cataliza la oxidacién de
protectores de auxinas. En algunas especies vegetales la omisién de manganeso provoca que se reduzca

el nitmero de brotes iniciales (George y Sherrington, 1984).

El zine estd presente en una variedad de enzimas incluyendo la ARN polimerasa y algunas
deshidrogenasas. El zinc también tiene importancia para la sintesis de triptofano. La captacién de zing es
inhibida por el cobre y el fierro pero es estimulado por el sulfato. La deficiencia de zinc en cultivo de

tejidos es mas comin que la deficiencia de cobre (George y Sherrington, 1984).




El boro es un elemento esencial que esta relacionado con el metabolismo del calcio, con la
biosintesis de la pared celular, lignificacion, diferenciacién del xilema, elongacién de la célula y el
metabolismo de auxinas y fenoles. El boro también juega un papel en el funcionamiento apropiadoe de la
membrana celular. Algunas veces estimula las raices, posiblemente por la estimulacion de la fignificacion,

o por reducir el nivel endégeno de auxinas o por la activacién del AIA oxidasa (Bonga y Aderkas, 1992).

El cobre como el fierro, tiene un papel en los procesos redox y es un cofactor en la citocromo
oxidasa. Los niveles de cobre son ms altos en tejidos juveniles, especialmente en embriones; ésto sugiere
que ¢l explante juvenil puede requerir més cobre y menos manganeso para el crecimiento que uno
maduro. El cobre en cantidades altas en el medio, puede activar al cobre contenido en la fenolasa y asi
causar oscurecimiento en los tejidos, por otro lado, la razén de que se toleren niveles normalmente

téxicos en algunos medios, puede deberse al exceso de EDTA (Bonga y Aderkas, 1992)

El molibdeno estA presente en varias enzimas como la nitrato reductasa. Cuando las plantas
presentan deficiencias de molibdeno, la nitrato reductasa provoca acumulacidn de nitrato a niveles
toxicos. A diferencia de otros elementos el molibdeno se hace mas aprovechable al aumentar el pH del

suelo (Bonga y Aderkas, 1992).

El cobalte es un elemento que reduce el calcio o el cobre, induce a la produccién de etileno e
inhibe la actividad de auxinas y citocininas. En la zanahoria cultivada ha estimulado la embriogénesis por
la capacidad inhibidora del etileno. En otros cultivos, sin embargo, la inhibicion de la sintesis de etileno

por el cobalto o niquel, ocasiona la inhibicion de embriones sométicos (Bidwell, 1980).

¢) Vitaminas

Las vitaminas son sustancias requeridas por las células vegetales para cumplir o llevar a cabo ciertas
acciones cataliticas esenciales en el metabolismo. Las plantas a diferencia de los animales, son capaces de
sintetizar sus propios requerimientos de vitaminas, sin embargo, esto no necesariamente ocurre en las

células vegetales en cultivo (George y Sherrington, 1984).
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En muchos experimentos, los requerimientos de estas sustancias por las células vegetales en
cultivo se suministran por medio de suplementos definidos, como jugos de frutas, agua de coco, caseina
hidrolizada y otros; en ¢l caso del agua de coco, la propiedad promotora del crecimiento parece

parcialmente ser debida a la presencia de mio-inositol (Garcia, 1991).

La mezcla de vitaminas utilizadas por Murashige y Skoog (1962) combinando el mio-inositol,
tiamina, cido nicotinico y piridoxina, ha tenido éxito para el cultivo de tejidos vegetales de muchas
especies. Sin embargo, se ha encontrado que el mio-inositol y la tiamina son esenciales, por ejemplo, para
el crecimiento de tejidos de tabaco, si se aumenta su concentracion y se omite el dcido nicotinico y la

piridoxina (George y Sherrington, 1984).

d) Fuente de carbono

Normalmente, para €l cultivo de tejidos, células u brganos in vifro es necesario incorporar af medio de
cultivo una fuente de carbono, ya que la insuficiencia de asimilacién clorofitica hace a los tejidos

heterotréficos.

Los carbohidratos son de fundamental importancia para la iniciacion floral, tanto in vitro como in
vivo. Se ha considerado también que los niveles de aziicar requeridos para el desarrollo vegetativo y la

morfogénesis, son mis bajos que aquéilos requeridos para el desarrollo reproductivo (Garcia, 1991).

La sacarosa es el carbohidrato mas ampliamente utilizado para propésitos de micropropagacién y
el azicar doméstica refinada es suficientemente pura para usos practicos, aunque se han empleado
glucosa, fructosa y galactosa en algunos trabajos. La adicién de sacarosa al medio de cultivo, sin
embargo, inhibe la formacién de clorofila, haciendo menos factible el crecimiento autétrofo (George y
Sherrington, 1984).
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€) Antioxidantes

Uno de los problemas mas persistentes al establecer un cultive in vitro es la oxidacion de los explantes, es
por eso que el medio es adicionado con compuestos antioxidantes. Algunas plantas secretan compuestos
fenélicos que provocan oxidacidn, inhibiendo la actividad enzimética, matan al explante y obscurecen el

medio de cultivo.

Los antioxidantes comiinmente usados en cultivo de tejidos vegetales son el dcido ascorbico, el
dcido citrico, cisteina y otros compuestos con alta afinidad por sustancias fendlicas como la

polivinilpirrolidona, pirogalol y carbén activado (Uribe, 1998).

f) Reguladores de crecimiento

En los tejidos de las plantas hay sustancias endégenas que tienen una funcibn regulatoria més que
nutricional en el crecimiento y desarrollo; estos compuestos que son regularmente activos a bajas
concentraciones, son conocidos como reguladores de crecimiento o fitohormonas. Algunas de estas
sustancias son preparadas sintéticamente o extraidas de plantas, y se aplican exégenamente al medio de

cultivo para controlar algiin proceso fisiolégico del crecimiento o desarrollo de la planta.

Las propiedades mds comunes de las fitohormonas son que se sintetizan en algin érgano de la
planta (hojas j6venes, yemas, dpices de raiz y talla) y son transportadas a otros sitios en donde estimulan
los procesos de crecimiento y desarrollo; por otro lado, son sintetizadas y funcionan en la planta en
microcantidades. Finalmente, puede inducir cambios morfogenéticos en la planta debido a sus
propiedades particulares. Los fitoreguladores mis comunmente empleados son auxinas, citocininas y
icido giberélico (Garcia, 1991), |

Las auxinas estin involucradas en la divisién celular, en la elongacién de la planta y en la sintesis
de la pared celular. Las principales auxinas son el 4cido indolacético (ALA), el 4cido indolbutirico (AIB),
el icido naftalenacético (ANA) y el acido 2,4 -diclorofenoxiacético (2,4-D) (Uribe, 1998).
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Las actividades biolégicas de las auxinas son diversas, la diversidad resulta de la naturaleza del
tejido vegetal y de la concentracién de las mismas, ya que diferentes tejidos responden de una manera
distinta a una misma concentracién y a un mismo fipo de auxina, aun mis, tejidos anatdmicamente

idénticos dan diferentes respuestas dependiendo de su edad y estado fisioldgico (Garcia, 1991).

Las citocininas promueven la division celular, inducen la formacién de brotes adventicios,
controlan la dominancia apical y la morfogénesis de explantes in vifro. Las citocininas mis comGnmente
usadas son la 6-bencilaminopurina (BAP), la kinetina, la 2-isopentiladenina (2ip), y la zeatina (Uribe,
1998),

Las giberelinas actitan en ¢l alargamiento de los entrenudos, en la floracion, en ciertas fases de la
germinacién de las semillas y en el rompimiento del letargo. Existen mds de cincuenta giberelinas
caracterizadas, la primera en purificarse fue la AG;. A diferencia de las auxinas, las giberelinas parecen
moverse libremente por toda la planta y su patrén de distribucién y de transporte no es polar como ¢! de
la auxina. En el cultivo de tejidos se utilizan explantes organizados (meristemos, Apices, yemas) (Bidwell,

1980).

F) Generalidades de Cedrela odorata L.

El cedro rojo (Cedrela odorata L.) es un #rbol originario del tropico mexicano. Se desarrolla en suelos
arcillosos y arenosos, de textura ligera y bien drenados. Se adapta a diferentes condiciones del trépico

con una temperatura media anual que oscila entre 22 y 28 °C (Patifio et al, 1997).

Actualmente su distribucidn va desde la vertiente del Golfo desde Tamaulipas hasta Yucatén y
Quintana Roo; y de la vertiente del Pacifico desde Sinaloa hasta Chiapas, formando parte de los bosques
tropical perenifolio, tropical subcaducifolio, y tropical caducifolio {Niembro, 1990).
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G) Descripcion botdnica

El cedro rojo (Cedrela odorata, L.} es un irbol de la familia Meliaceae que alcanza una altura de 20 a 45
m, su fuste es recto y la copa amplia. Las hojas son alternas, compuestas de 5-10 pares de hojuclas
opuestas, lanceoladas y con la base redondeada. La inflorescencia es una panicula de 30 a 35 cm. Florece
en los meses de mayo o junio, el fruto es una cipsula lefiosa de unos 4 cm, el cual madura al siguiente

abril 0 mayo; sus semillas son aladas de color amarillo de 12 2 20 mm (Martinez, 1994; Enriquez, 1985).

H) Principales productos y utilizacién de Cedrela odorata

Su principal producto es la madera de excelente calidad que se utiliza para fabricar muebles finos,
decoracidn de intertores, instrumentos musicales, cubiertas y forros de embarcaciones, lambrin, parquet,

triplay, chapa, carpinteria y ebanisteria en general.

Lz infusién que se obtiene del cocimiento de hojas, raiz, madera y corteza, se utiliza en la
medicina tradicional contra bronquitis, dispepsia, gastralgia, indigestién, ficbres, diarreas, vomitos,
hemorragias y epilepsia. Las semillas poseen propiedades vermifugas. En algunos lugares se cultiva como

planta de sombra y omato (Niembro, 1990).

I) Propagacidn de Cedrela odorata

El cedro rojo (Cedrela odoraia) es una de las especies forestales de mayor importancia en las zonas
tropicales del pais. Los trabajos de regeneracion natural en esta especie han tenido poco éxito, pues en
los bosques tropicales hay escasez de drboles semilleros y las plintulas de cedro frecuentemente son

suprimidas por otras especies de més rapido crecimiento en la regeneracion secundaria (Enriquez, 1985).
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En cedro rojo se han realizado algunos trabajos de propagacién vegetativa por medio de estacas e
injertos. En estos trabajos se busca la conservacion de genotipos valiosos para utilizarios como fuente de
semilla y para realizar trabajos de mejoramiento, pero en los reducidos niveles de multiplicacién que se
obtienen en estos métodos, no hacen posible llevar a cabo plantaciones con irboles propagados

vegetativamente.

La plmta&én es, sin duda, ¢l momento mas critico para la planta, la cual es trasladada desde el
ambiente protegido de invernadero, al lugar definitivo, en donde estari sometida a una fuerte
competencia por el agua y los nutrientes disponibles en el suelo, a periodos prolongados de sequia, al
efecto del viento y a otra serie de factores fisicos y bioticos que hardn dificil su establecimiento. Por lo
anterior, la micropropagacion seré el paso inicial, pero quiz el fundamental, para lograr un mayor éxito
de la plantacién, ya que a partir de esto se puede mejorar o mantener la calidad genética de los arboles y
obtener mejores productos maderables (Patifio ef al., 1997).

La explotacién del bosque tropical basado en el manejo natural intensivo, dificulta la obtencién de

rendimientos aceptables debido a:

a) El establecimiento de la regeneracion natural en Cedrela esta limitado por la falta de &rboles

semilleros en suficiente nimero (Estrada, 1985).

b) Las experiencias sobre regeneracién natural incluso bajo los tratamientos intensivos, han

demostrado que no son factibles econémicamente (Vega, 1974; citado por Estrada, 1985).

<) Es dificil producir el nimero de arboles de cedro que se espera en la cosecha final, porque
depende del papel de otras especies que entran en juego. Esta situacién ha llevado a numerosos técnicos a
recomendar la repoblacién del bosque tropical por medio de plantaciones para incrementar la existencia

de maderas preciosas (Patiflo ef al., 1997).
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V. MATERIAL Y METODOS

A) Procedencia del material a utilizar.

Las plantas de Cedrela odorata utilizadas en el presente trabajo provienen de la zona este del Mpo.
Jaltipan, Veracruz. México. El lugar se localiza a 50-60 msnm, siendo la temperatura media anual es de
22 a 28°C, con una precipitacién pluvial media de 1000 hasta 2000 mm. Esta especie se desarrolla en un

suelo arcilloso- limoso con una vegetacién asociada de mango y cocoite.

Las plantas de Cedrela odorata fueron proporcionadas por el vivero Cuahutoxca
(aproximadamente 20), las cuales se seleccionaron tomando en cuenta su vigor y edad aproximadz de seis
meses. Se mantuvieron en condiciones de invernadero a una temperatura de 2742°C con una humedad
relativa del 60%, fertilizindose con medio MS a la mitad de concentracién y fumigandose con captan al
50%. Los explantes empleados para el cultivo in vitro se obtuvieron de dichas plantas las cuales tenian

una edad aproximada de un afio.

B) Desinfeccién del material.

Debido a que el material vegetal era escaso, se disectaron tanto yemas apicales como adventicias, asi
como hojas de Cedrela odorata, las cuales se desinfectaron probando diferentes concentraciones de
hipoclorito de sodio, ademis se afiadié bactericida comercial y Tween 20 en agua deionizada estéril. Los

métodos probados se seiialan mis adelante.
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C) Medio utilizado.

El medio que se probé fue el Heller (1953) y el Murashige y Skoog (1962) suplementado con
fitoreguladores de crecimiento, azicar comercial o sacarosa y phytagel, ambos fueron preparados a partir
de soluciones concentradas 100 x. El pH se ajustd a 5.5-5.6 con NaOH 0.1 N y HCI 0.1 N antes de su

esterilizacion en autoclave. La composicién quimica de los medios se muestran en los apéndices.

Los recipientes utifizados fueron frascos de 40 ml de capacidad, con tapas de plastico. El medio se
virtié a razén de 10 mIL™ por frasco. Se sometieron a esterilizacién en autoclave vertical (121°C y 1.2
kg/cm® de presion).

D) Manejo de los explantes

Las yemas apicales y axilares previamente desinfectadas se colocaron a razdn de una yema por envase
cuidando que quedara bien sembrada y en el centro. Las hojas se dividieron en fragmentos de
aproximadamente medio centimetro, colocindose de tres a cuatro en cada envase con el envés hacia el

medio.

E) Incubacién de los explantes

Los envases con medio una vez sembrados se colocaron en un anaquel dentro de un cuarto de incubacion
a una temperatura de 27°C + 1°C y un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad, utilizando limparas

de luz blanca continua de 29 pEm’s de intensidad.
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F) Tratamientos y disefio experimental
La parte experimental del presente trabajo se dividié en tres etapas:

I Meétodo de esterilizacién,
I Seleccidn del explante y medio basico y

IIL.  Determinacion de las concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento, fuente de
carbono y antioxidante, tal como se presenta la figura 1.

G) Andlisis de resuiltados
Los datos obtenidos de contaminacion, oxidacidén y presencia de callo se analizaron calculando el
porcentaje. En cuanto al namero de brotes y crecimiento de los mismos se hizo un anélisis de

desviaciones estindar y coeficiente de variacion.




Etapa L. Método de esterilizacién
Obtencidn de cultivos asépticos de yemas y hojas

Ensayo 1
Hipoclorito de sodio al 15%
+Microdin® + Tween 20

Ensayo 1

Explante: yemas y hojas
Medio: MS + distintas conc,
de BAP y 2ip

Explante: yemas y hojas
Medio; Heller + distintas conc.
de BAP, ANA y 2ip

Ensayo 2
Hipoclorito de sodio al 10%
+ Microdin®
|
¥
Etapa IL Seleccién del explante y medio bisico
Ensayo 2 Ensaye 3

Explante: yemas y hojas
Medio: MS + distintas conc.
de BAP/2ip y BAP/AIB/AG,

¥

Etapa IIL Determinacién de las combinaciones y concentraciones

de reguladores de crecimiento, antioxidante y fuente de carbono

]

v
Ensayo 1
Explante: yemas

Medio: MS + dif. conc.
de BAP/AIB/AG,,
BAP/AIB y BAP/AG,

Ensayo 2
Explante: yemas
Medio: MS + dif. conc.
BAP/AIB/AG,
pirogalol

—

Fig.1. Diagrama de flujo de los métodos probados in vitro para Cedrela odorata.

Ensayo 3

Explante: yemas

Medio: MS + dif. conc.

de BAP/AIB/AG,,
sacarosa, galactosa,
pirogalol, y T &¢. ascéubico

1

Ensayo 4

Explante: yemas

Medio: MS + dif.conc.
de BAF/AIB/AG, y BAP,
5acarosa y pirogalol
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a} Método de esterilizacion.

Al establecer un cultivo in vitro el material vegetal debe someterse a un tratamiento que deje libre de

patogenos los explantes. Los métodos probados fueron:

Ensayo 1.

1. Los explantes empleados fueron yemas apicales y axilares, asi como hojas jovenes, obtenidos de

plantas donadoras mantenidas en invernadero.

2. Se lavaron por separado yemas y hojas con solucién de agua y jabon comercial durante 15 minutos

en agitacion constante.

3. Se introdujo el material a la campana de flujo laminar y se desinfectaron en una solucién de
hipoclorito de sodio ( Clorox®) al 15% (v/v), con Tween 20 y bactericidz a base de una solucién
coloidal de plata (Microdin®) 8 y 20 gotas por cada 250 ml, respectivamente, durante 7 minutos con

agitacion constante.

4. Finalmente se realizaron 4 enjuagues de cuatro minutos cada uno con agua desionizada estéril, para

posteriormente sembrar

Ensayo 2

Debido & que los explantes se dafiaron con el método empleado anteriormente, se modifico para este
ensayo de la siguiente manera: el hipoclorito de sodio se afiadié al 10% y se elimind el Tween 20 para

poder pasar a la siguiente etapa.
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b) ETAPA II. Seleccidn del explante y medio bdsico

En esta etapa se presentan los ensayos que permitieron elegir el explante y el medio basico para proseguir
con las siguientes etapas de cultivo. Cabe sefialar que en esta etapa no se pudieron probar varios medios a
la vez dado que la produccion de yemas se veia limitada al nimero de plantas, aiin cuando estas fueron

feniliﬁdu, ademés de agregar BAP para estimular lz brotacién.

En._rayol

En este ensayo se sembraron yemas axilares y/o apicales, asi como hojas, utilizando como medio basico
las sales inorganicas y compuestos orginicos del medio MS, probéandose tres combinaciones distintas de

reguladores de crecimiento (Tabla 1).

Tabla 1. Medio MS con tres concentraciones de citocininas para cl cultivo de yemas y hojas de Cedrela odorata

Fitoregulador (mg L™) MS1 MS2 MS3
BAP 12.3 103 6.3
2ip 1.3 23 33

Se sembraron 10 repeticiones de cadas medio, tomindose datos de porcentaje de oxidacién y de

brotacién cada semana por 30 dias.




Ensayo 2

30

Dado que en el ensayo anterior los resultados no fireron satisfactorios se decidio probar ¢l medio Heller

con las concentraciones hormonales que se muestran en Ia tabla 2, tanto para hoja como para yema. El

medio Heller 3 no se probé en yemas debido a los resultados obtenidos.

Tabla 2. Medio Heller con diferentes combinaciones ¥ concentraciones hormonales para yema y hoja de Cedrela odorata

Fitorregulador Heiler 1 Heller 2 Heller 3
(mg L")
Yema Hoja Yema Hoja Hoja
BAP 12.3 5 103 3 6.3
ANA B 15 _ 15 -
2ip 1.3 _ 23 N 33

Nuevamente se sembraron 10 repeticiones por tratamiento tomandose datos cada semana de

porcentaje de oxidacion y longitud del brote por 30 dias.

Ensayo 3

En base a los resultados no efectivos al emplear el medio Heller en el ensayo 2, se recurrié nuevamente al

medio MS variando [a concentracién y adicién de fitoreguladores. Los tratamientos probados se muestran

en la tabla 3.
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Tabla 3. Medio MS con diferentes combinaciones y concentraciones hormonales para hoja y yema de Cedrela odorata

Fitoregulador Medio de Cultivo
(mgL™) To Tl T2
BAP 6.3 3.15 1.0
2ip 33 1.7 _
AIB _ _ 10
AG3 ~ _ 0.1

Los explantes en esta etapa se evaluaron cada semana en cuanto a porcentaje de oxidacién, callo y brotes.

El subcultivo se realizé a los 30 dias.

¢) ETAPA IIL Determinacién de las combinaciones y concentraciones de reguladores de

crecimiento, fuente de carbono y antioxidante

Ensayo 1

Se hizo una combinacién de las hormonas en base al tratamiento T2 del ensayo anterior para ver si el
efecto positivo que se presentd estaba dado por la combinacion de éstas tres hormonas, ademas de

adicionar cido ascorbico como antioxidante.
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Tabla 4. Medio MS probado en yemas con diferentes combinaciones hormonales de Cedrela odorata

Fitoregulador Medio de Cultivo
(mgL?) T2 T3 T4
BAP - 1.0 1.0 1.0
AIB 1.0 _ 1.0
AG; 0.1 0.1 _

En este ensayo se tomaron datos de oxidacién, presencia de callo y numero de brotes por tratamiento.

Ensayo 2

En este ensayo se variaron las concentraciones en los reguladores de crecimiento, ademis de adicionar

13mg L™ de pirogalol como antioxidante (Tabla 5).




Tabla 5. Medio MS probado en yemas de Cedrela odorata difcrentes conc. de tres reguladores de crecimicnto

Compuesto Medio de Cultivo
(mgL™) TS T6 T7
BAP 1 1.5 0.5
AIB 1 L5 0.5
AG3 0.1 0.1 0.1
Pirogalol 13 13 13

33

En este caso se tomaron datos cada semana de tamafio de brotes y oxidacion durante 30 dias y dos

semanas después del subcultivo.

Ensayo 3

En el ensayo anterior se obtuvieron resultados no satisfactorios que llevaron a la meodificacion del

presente en las concentraciones y tipos de fuente de carbono y antioxidante.




Tabla 6. Medio MS con variantes en el tipo y concentracion de fuente de carbono y antioxidante para yemas

de Cedrela odorata
Compuesto Medio de Cultivo
(mgL™) T8 T9 T10 T11 T12 T13
BAP 1 0.5 0.5 0.5 0.5 05
AlIB 1 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
AG3 01 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Sacarosa 38% 3.8% _ - 3.3% 1.5%
Galactosa _ _ 2.0% 2.0% _ _
Pirogalol 26 26 26 26 26 26
Ac. asc. _ _ _ 100 100 B

Se tomaron datos de oxidacién, ndmero y tamafio de brotes y presencia de callo, cada tres dias durante

36 dias tomando en cuenta que los subcultivos se hicieran cada dos semanas. En chanto al nimero y

tamafio de brotes se calcularon desviacion estindar y coeficiente de variacion.

Ensayo 4

Finalmente y tomando en cuenta los mejores resultados obtenidos en el ensayo 3 se modificaron las

concentraciones de la sacarosa y las combinaciones hormonales.




Tabla 7. Medio MS con difcrentes concentracioncs de reguladores de crecimiento, probados en yemas

dc Cedrela odorata
Compuesto Medio de Cultivo

(mgL™) T8 T9 TI3 T14 T15 T16

BAP 1 0.5 0.5 3 3 1

AIB 1 0.5 0.5 _ _ _

T A 0.1 0.1 0.1 _ - _
— Sacarosa 3.8% 31.8% 1.5% 3.8% 1.5% 1.5%

e Pirogalol 26 26 26 26 26 26

Los datos se obtuvieron de la misma manera que en el ensayo 3.
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VL. RESULTADOS Y DISCUSION

A) Etapa I, Método de esterilizacién

Ensayo 1

La desinfeccidn de los explantes en este ensayo no tuvo una efectividad considerable, aunque no hubo
contaminacion, se presentd un alto grado de oxidacién que provocé la muerte del tejido. Lo anterior
debido 2 Ia concentracién del hipoclorito de sodio y al empleo del Tween 20, detergente que rompe la
tension superficial de los tejidos haciendo las membranas més permeables a sustancias empleadas en la
desinfeccion. Esto se evidencia con el aclaramiento del tejido seguido de la oxidacion hasta que el
explante se muere al llegar a los 30 dias del establecimiento, antes del subcultivo (Hurtado y

Merino, 1994, George y Sherrington, 1984),

Ensayo 2.

Por los resultados obtenidos en el ensayo 1, se tomé la decisién de disminuir la concentracién del
hipoclorito de sodic y asi como omitir el Tween 20. En este caso, al igual que en el anterior ensayo no se

presenta contaminacion y la oxidacién se redujo, per lo que se considerd efectivo.
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Etapa IL Seleccién del explante y medio bésico

La respuesta morfogenética del cultivo de tejidos estd modulada por varios factores como el tipo de
explante y el medio de cultivo entre otros, es por ello que en estz etapa se buscd determinar el explante

que tuviera una mejor respuesta, asi como el medio de cultivo que estimulara la diferenciacion celular.

Ensayo I

En este ensayo, como se observa en la tabla 8, el porcentaje més alto de oxidacién en cuanto a los dos
tipos de explante fue en hojas, siendo igual para los tres medios, para el caso de las yemas se observo que
el medio MS1 promovid més la oxidacion con un 60% del total de repeticiones. Esta oxidacion presente
en los explantes se caracterizd por ser abundante ya que en su mayoria abarcaba mis del 50% de la

superficie del explante.

Tabla 8. Oxidaci6n de explantes de Cedrela odorata en tres variaciones

del medio MS a los 30 dias del establecimiento

Oxidacién MS1 MS2 MS3
Yemas | Hojas | Yemas | Hojas | Yemas | Hojas
P 30 _ 40 _ 50 -
M 10 _ 40 _ 30 _
A 60 100 20 100 20 100
P= Poca oxidasida <10% del explante, M= Modersda oxidacion >10% <50% def explante,

A= Abundante oxidacitn >50% del explante
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Se han empleado varios tipos de explante para el estudio de procesos morfogenéticos, en arboles
dicotileddneos, como son hojas, cotiledones, yemas y estructuras reproductivas, sin embargo, las

respuestas varian de acuerdo a la especificidad del trabajo en estudio.

Brown y Sommer (1980) sefialan que las yemas de plantas jovenes, potencialmente, tienen mas
capacidad de generar estructuras diferenciadas, ya que estos explantes tienen regiones meristeméticas y
hormonas endégenas como el AIA, que promueven este efecto. En este sentido, la oxidacion que se
presenta en hojas, podria explicarse por la lenta respuesta organogenética que en ellas se da, ya que para
diferenciarse pasa por un proceso de formacién de callo (desdiferenciacién), en el cual Ja oxidacion
invade més répidamente el tejido, para finalmente matarlo. Sin embargo, esta explicacion no es exclusiva,
pues la presencia de fenoles en algunas plantas, sobre todo en lefiosas, también puede provocar este

efecto (George y Sherrington, 1984).

Por otro lado, en las yemas que se sembraron en el medio MS1, también hubo una oxidacion alta,
por lo que se tomd la decision de modificar la parte inorgénica del medio, sustituyéndolo por sales
inorgénicas de! medio de Heller, ya que este medio presenta una menor fuerza idnica, lo cual representa
una ventaja, ya que facilita el transporte de algunas sustancias del medio hacia las células, acelerando los

procesos de morfogénesis (Uribe, 1998),

Ensayo 2

En este ensayo se empled el medio Heller con distintas concentraciones de BAP ANA y 2ip con la
finalidad de determinar la funcionalidad del medio para ambos tipos de explante (hojas y yemas)
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Como ya se menciont, algunas de las causas de oxidaci6n en los explantes son el tipo y edad del
explante, asi como el medio nutritivo bisico que se emplee. La constitucién del medio Heller no influyd
para disminuir la oxidacién en hojas ya que en la tabla 9 se muestra que la oxidacién es del 100%.Una
posible explicacin a este efecto puede deberse a que el medio Heller utilizado en el presente ensayo,
tiene una baja concentracién de sales que facilita la movilidad no solo de sutancias itiles para el
crecimiento y desarrollo de la planta, sino también de las sustancias téxicas que la misma planta secreta
por lo cual la naturaleza del mismo explante podria ser el responsable de esta oxidacion (Bonga y
anderkas, 1992).

La carencia de molibdeno en ef medio puede provocar la acumulacién de niveles toxicos de
nitratos, ya que este ¢lemento influye en la actividad de las enzimas nitrato y nitrito reductasa, ademas
los medios que tienen nitratos como Gnica fuente de nitrégeno son muy alcalinos lo cual puede afectar al
aprovechamiento de algunas sales inorginicas del medio provocando deficiencias en el crecimiento

(Uribe, 1998).

Por otro lado a pesar de que el medioc Heller ha sido utilizado por su baja concentracién iénica,
que en determinado momento podria favorecer el transporte de sustancias hacia las células, se ha visto
que algunas plantas, particularmente especies forestales contienen una alta concentracion de sustancias
fendlicas que pueden provocar oxidacién en el tejido provocando dafio. En el caso de las hojas la
disposicién de las capas celulares y la escision hecha a los cortes puede provocar que las sustancias
fendlicas y los factores antes mencionados provoquen la oxidacién que impidid una respuesta

morfogenética deseada (George y Sherrington, 1984).

La combinacién de hormonas se modificé ya que la capacidad de respuesta morfogenética en
hojas y yemas puede variar, asi al emplear BAP y ANA en hojas en concentraciones inferiores a las
empleadas en el ensayo anterior, en el que se empled BAP y 2ip, tanto en yemas como en hojas se
pretendia inducir la formacion de callo en hojas. La respuesta fue negativa ya que la oxidacién se
mantuvo en un 100%, aunque para este ensayo no se puede saber si las concentraciones hormonales eran

las adecuadas.




Tabla 9. Presencia de oxidacién a los 30 dias del establecimiento en hoja y yemas de Cedrela odorata

Oxidacién Heller 1 Heller 2 Heller 3
(%) Yema | Hoja Yema Hojz Hoja
P _ _ 30 B 60
M 20 _ 70 _ 30
A 80 100 _ 100 10

FMM<IWHMM'MM°M>[O%%HW

A= Abundanie oxidacién >30% dei explante

Ensayo 3

En este ensayo se tuvo como objetivo establecer el medio que puediera generar brotes y asi dar
continuidad a la siguiente etapa de esta investigacién, tomando como base que el medio MS es el que
mejores resultados dio en el explante yema, por no presentar un alto indice de oxidacién, factor que hasta

el presente ensayo es determinante en |2 modificacién del medio.

Dado que en el ensayo 2 el medio Heller present6 resultados no favorables, se empled el medio
MS ya que desde el ensayo 1 tuvo mejores resultados en las combinaciones de 6.3 y33mgL'deBAPy
2ip respectivamente y la oxidacion fue menor empleando como explante la yema, En el presente ensayo el
menor porcentaje de oxidacion se dié en el T2 que contenia 1.0, 1.0 y 0.1 mgL" de BAP, AIB y AG;

respectivamente.
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La tabla 10 indica que la formacién de callo no prosperéd  debide a que la oxidacién avanza
rapidamente impidiendo la proliferacién del mismo, de la misma manera hay limitacién en la formacién y
desarrollo de brotes. Si se analiza el empleo de los reguladotes de crecimiento y las concentraciones de
cada uno de ellos, se observa que para el medio TO el cual tenia 6.3 y 3.3 mg L de BAP y 2ip
respectivamente, la oxidacién se presenté en un 60% rebasando la formacién de callo que fue en un 30%
del brote. De manera similar en el medio T1 en el que habia 3.15 y 1.7 de BAP y 2ip respectivamente, la
oxidacién fue de 70% y la formacién de callo de 50% del brote.

EIBAP y el 2ip son reguladores del crecimiento (citocininas) que estin involucradas en el proceso
de divisién celular, sintesis de proteinas e induccién de brotes adventicios, el AG; (giberelina) es una
sustanciz que interviene en la germinacién de semillas, floracién e induccién de brotes y el AIB {auxina)

influye en el alargamiento celular (Bidwell, 1980 ).

En este ensayo el medio T2 es el que present6 una menor oxidacion del 20%, aunque la formacidn
de callo sca elevada (70%). La formacién de callo es parte de la respuesta morfogenética y se debe a la
adicién de BAP y 2ip, ya que como anteriormente se menciona dichos reguladores estdn involucrados en
la divisién celular, aunque una vez que el brote se desarrolla, podria influir en el crecimiento del mismo al
establecer competencia con el brote por nutrientes, sin embargo, ésto es algo que puede remediarse en los
subcultivos si se limpia del brote. Al contrario, la oxidacién dificulta cualquier tipo de crecimiento como
puede apreciarse en el ensayo 3, por lo que en base a estos resultados el medio que se elige es el T2, por

la baja oxidacién que presenta con respecto a los otros medios.
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Tabla 10. Porcentaje de oxidacién, callo ¥y brotes en tres variaciones del medio MS,

en yemas de Cedrela odorata
Respugsta Medio de cultivo
morfogenética ‘ TO Tl T2
Oxidacion (%) 60 75 20
Callo (%) 30 50 70
Brotes/fco. 1 1 1

C) Etapa III. Determinacién de las combinaciones ¥y concentraciones de reguladores de

crecimiento, antioxidante y fuente de carbono.

Ensayo 1
En base a los resultados obtenidos en el ensayo anterior se decidié probar tres medios en los cuales
tuvieran distintas combinaciones y concentraciones de los fitoreguladores para que a partir de esto se

defina si el efecto sobre la respuesta morfogenética esta dado por la combinacion de BAP/AIB/AG;,
BAP/AG; 0 BAP/AIB,

Los resultados que se presentan en este ensayo indican que para el medio T2, el cual tiene 1.0,1.0
y 0.1 mg L de BAP AIB y AG;, respectivamente, la oxidacion total es del 40%, siendo menor que para
los medios T3 y T4, aunque hubo un porcentaje de explantes que no presentaron ninguna respuesta al
medio. El T3 que contenia 1.0 y 0.1 mg L™ de BAP y AG; mostr6 un porcentaje del 50% de brotes sin
callo y un 50% de explantes que formaron solo callo. En ¢l medio T4, el cual contenia 1.0 mgL" de BAP

y AIB presentd un 70% de brotes sin callo, un 30% de explantes que formaron sélo callo.
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St se considera solo la respuesta morfogenética de los explantes, el medio méis conveniente a
utilizar seria el T4, ya que fue el que presento el mayor porcentaje de brotes sin callo, sin embargo en este
medio, la oxidacién total fue del 60%. Aunque la respuesta morfogenética, en cuanto a la formacion de
brotes en este medio haya sido mayor, la oxidacién es un problema que debe tomarse en cuenta durante
todas las etapas del cultivo in vitro, por lo cual se deben tomar en cuenta ambas caracteristicas: brotes sin
callo y sin oxidaci6n, por lo que se recomienda el medio T2 aunque su respuesta morfogendtica fue mas

discreta en cuanto a la formacién de brotes sin callo.

Tabla 11, Presentacién de datos tomados en dos scmanas en tres concentraciones distintas de MS

Respuesta morfogenética Medio de cultivo

(%) T2 T3 T4
1.Brotes sin callo 40 50 70
Oxidacién 20 30 40

2. Sélo callo 30 50 30
Oxidacién 20 40 20

3. sin brotes, sin callo 30 _ _

Oxidacién - _ -
Oxidacién total 40 70 60

El éxito en los cultivos in vitro depende de las concentraciones y combinaciones de los
reguladores de crecimiento, por lo que en este ensayo se determiné el uso del medio T2, el cual contiene
BAP, AIB y AG,. EI BAP es una citocinina , que combinada con una auxina (AIB), en una proporcion de
uno a uno promueve la formacién de callo. El AG; en concentraciones de 1-8 mgL", induce el
crecimiento de callo indiferenciado en combinacién con bajas concentraciones de auxina ¥y citocinina

(George y Sherrington, 1984)
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La generacion de callo en los explantes puede deberse a las concentraciones auxina/citocinina, atn
después de afiadir AG; en niveles a los que se considera no promueve la formacion de callo, en

combinacién con los reguladores antes mencionados.

Ensayo 2

En el ensayo anterior se determiné usar las tres hormonas, ¥a que por los resultados que arroja
parece ser que hay una sinergia en el empleo de ellas para reducir la oxidacién, aunque la formacion de
callo se haya hecho presente, sin embargo, para este ensayo se decidié modificar las concentraciones de
los fitorreguladores, para ver si el mismo efecto puede darse al emplear concentraciones més bajas que
optimicen ¢l costo en la utilizacion de ellas. Ademis se adicioné pirogalol como antioxidante en
concentracion de 13 mgL™. En la tabla 12 se presentan resultados de oxidacién al adicionar pirogalol en

los tres medios.

Los porcentajes de oxidacion que se muestran en la tabla 12 indican que el 50% de los explantes
cultivados en el medio TS presentaron tan sélo un 10% de su superficie afectada por la oxidacién,
permitiendo el desarrollo de la yema. En los tres medios probados se aprecia que los explantes cultivados
no presentaron una oxidacion mayor al 50% de su superficie, debido a la adicién de pirogalol al medio de
cultivo. Aunque el porcentaje de oxidacién es considerablemente bajo, este efecto podria reducirse ain
mis si se considera modificar las concentraciones o combinaciones de los componentes en ¢l medio en su

parte orgénica: reguladores de crecimiento, fuente de carbono o antioxidante,

El pirogalol es un buen reductor y se ha utilizado para absorcién de oxigeno en andlisis de gases,
en algunos trabajos de cultivo de tejidos ya ha sido utilizado. Uribe (1998) reporta una concentracidon de
25 mg L"'para una mejor respuesta en la induccién y crecimiento de brotes de Ceiba. En este caso mostrd
ser un buen antioxidante, ya que el medio con mayor porcentaje de oxidacién fue el T6 con 50%. De
cualquier manera, el efecto que se present6 no debe atribuirse a una sola parte que conforme el medio de

cultivo, por lo que para los ensayos siguientes se determinaron otras condiciones.
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Tabla’12. Oxidacidn de explantes de Cedrela odorata después de dos subcultivos, a los 30 dias.

Oxidacion Medio de Cultivo
(%) TS Té T7
P 50 30 20
M 20 20 40
A 30 50 4
P~ Poca axidacién <10% def explante, M~ Moderads oxidacién >10% <50%,
A= Abunduntc oxidacion >50%
Ensayo 3

En los experimentos anteriores se determind que el medioc MS es el efectivo para el
establecimiento de yemas, y se determinaron los fitoreguladores que participan en la iniciacién de brotes,
El pirogalol como antioxidante también se introdujo con una concentracién mas alta, ademas de mantener
el cido ascorbico, sin embargo los datos muestran que dicha oxidacién prevalece (aunque en menor
grado), asi que para este ensayo se hicieron modificaciones a las concentracién del antioxidante. La
fuente de carbono y la concentracién y combinacién de fitoreguladores, fueron modificados con la

finalidad de lograr que se diferenciaran el mayor nimero de brotes y que se alargaran,

En la grifica 1 se observa que el medio T9 es el que presenta mejores resultados en cuanto al
nimero de brotes, dicho medio contenia 0.5, 0.1 y 0.1 de BAP AIB y AG3 respectivamente, sacarosa al
3.8% v 26 mgL" de pirogalol. Los medios con menor niimero de brotes fueron el T10 y el T2, los
cuales tuvieron una concentracién de fitoreguladores igual a Iz del T9, pero difieren en la concentracién
de sacarosa al 2.0% y 100 mgL" de 4cido ascérbico (T10) y sacarosa al 3.8% y 100 mgL" de acido
ascorbico (T12). La curva del medio T9, que es la que indica el mayor namero de brotes mantiene un
comportamiento constante, ¢l medio T10 por el contrario muestra un incremento en el nimero de brotes

hacia el dia 9 y en adelante decrece para mantenerse constante desde el dia 15 con sélo un brote.




46

El resto de los medios mantienen un incremento en el dia 9, decrece en ¢l dia 15 y vuelve a

ascender para el dia 24.
18
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Grifica 1. Nimero de brotes en cinco variaciones del medio MS a los 36 .d[as del

establecimiento de yemas de Cedrela odorata

Sc ha visto que los eventos morfogenéticos estdn relacionados con la acumulacién o

concentracién de aziicar ya que actia como reserva de energia durante la formacion de brotes.

Por otro lado, el efecto osmético que provoca la concentracién de azicar, también puede
desencadenar algin tipo de respuesta morfogenética. La eficacia de iones de nitrato de amonio dependen

de ia concentracién de sacarosa y el efecto de las citocininas en la division celular en cultivos de

Ceratodon purpureus (George y Sherrington, 1984)

La sacarosa es la fuente de carbono més frecuentemente utilizada (2-3%) aunque en Kahya
ivorensis se emple6 como fuente de carbono la galactosa al 2% (Newton ef al., 1995).
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Si consideramos los resultados obtenidos en las graficas el medio T9 presenta el mayor
incremento en longitud, pero en la grafica 1 ef nimero de brotes para este medio es el mas bajo. Para el
medio T10 Ia relacion ¢s inversa, es decir que presenta un bajo crecimiento pero hay mayor nimero de
brotes. Esta respuesta podria atribuirse a la concentracion de la fuente de carbono, ya que es l1a (nica

variante entre ef medio T9 y el T10.

En estudios con segmentos de tallo de tabaco la concentracién optima de sacarosa para la
iniciacion y crecimiento de yemas vegetativas fue de 1-15gL", la cual si se aumentaba a 50gL™ promovia
la formacién de flores (Garcia, 1991).

En la grafica 2 se observa que para el medio T10, Ia longitud de los brotes es mayor, llegando casi
a 2 centimetros en 36 dias, ademas de que el crecimiento es constante, lo que no sucede en otros medios

como el T9, el cual presenta un decaimiento en el dia 24.
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Grifica 2. Longitud de brotes de Cedrela odorata en seis variaciones del medio MS

a los 36 dias del establecimiento.
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Haciendo una comparacién entre ambas gréficas, se nota que en el medio T9 y T10 hay un
Comportamiento inverso, entre el nimero de brotes y crecimiento de los mismos, ya que el medio T9
estimula la diferenciacién de brotes, mientras que el medio T10 estimulasy crecimiento, lo cual puede
explicarse por la competencia de brotes por los elementos del medio que impide el crecimiento de todos,

lo que no sucede con los medios en los que sélo se presenta un brote, el cual tiene un mayor crecimiento.

Ensayo 4

En este ensayo se hicieron modificaciones en los reguladores de crecimiento (combinacién y
concentracién), omitiendo el uso de 4cido ascorbico, puesto que la oxidacidn no avanzé mas en los
explantes. En cuanto a la fuente de carbono los resultados indican que la sacarosa presenta mejores

resultados que la galactosa.

En la grifica 3 el medio T14 es el que presenta un mayor namero de brotes, ya que se mantiene
por arriba de los otros medios, dicho medio contiene solo 3 mgL" de BAP y sacarosa al 3.8% llegando
casi a 3 brotes en 36 dias. Este efecto puede deberse a la concentracion de BAP ya que dicha
concentracion en algunos trabajos como el de Enriquez (1985) logré obtener con estas concentraciones
un gran nimero de brotes. En los otros medios en donde la concentracion de reguladores y sacarosa

varia, Ia respuesta es inferior,
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Grifica 3. Namero de brotes en seis medios del MS duraate 36 dias del establecimiento.

En los medios T8 y T14 se obtienen las longitudes mayores como Se muestra en la grafica 4. Si se analiza
la curva del medio T8 se puede apreciar un crecimiento constante lo que no sucede con el medio T14 que
mantiene un crecimiento constante hasta el dia 27, disparandose en los dias 30, 33 y 36. Cabe recordar
que en los dos altimos ensayos se realizaron subcultivos cada dos semanas (15 dias) que pudieron influir

en la respuesta, aunque esta practica se hizo para evitar oxidacion en los explantes.
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Grifica 4. Longitud de brotes de Cedrela odorata en seis variaciones del medio MS

durante 36 dias de establecimiento.




50

En la gréfica anterior se observa que el medio T14, el cual fue el que presentd mayor namero de
brotes, logré, a pesar del decaimiento de la curva, alcanzar el mayor crecimiento, al igual que el medio

T8, aunque este Gltimo mantiene un crecimiento constante.

El comportamiento de ascensos y descensos de las curvas en las grificas 3 y 4, se puede
relacionar con el coeficiente de variacién calculado para cada una de ellas, en donde por ejemplo para el
medio T14 de la grafica 2, el coeficiente de variacién (CV) es superior a 100, lo que hace pensar que
posiblemente hubo muerte de algunos explantes, sobreviviendo los mds grandes, que son los que en la
grifica se presentan (ver anexo 1). Por otra parte, ¢l manejo de material vivo, genera valores de
desviacion grandes, ya quer es dificil controlar el crecimiento en el, por ende su expresi6n genética.

Tendrian que controlarse mayor nimero de variables que no estan a nuestro alcance.




Fig. 2. a) Obtencion de brotes adventicios a partir de yemas de Cedrela odorara cultivadas en seis medios
del MS en los que se variaron el tipo y concentracion de fuente de carbono y antioxidante,

b) Brotes adventicios diferenciados a partir de yemas de Cedrela odorata cultivadas en medio MS

con modificaciones en los reguladores de crecimiento.

]
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VIL. CONCLUSIONES

La desinfeccion de los explantes, se llevé de manera eficiente al emplear una solucién de hipoclorito de
sodio al 10% y 20 gotas/250 ml de bactericida Microdin®, ya que no se presentd contaminacién yla
oxidacion fue reducida.

La utilizacién del detergente Tween 20 afecta las condiciones del tejido en yemas y hojas,

provocando oxidacién y muerte del tejido.

El explante que menor porcentaje de oxidacién presenté y cuya respuesta morfogenética se
evidencié con la formacion de brotes con callo, fue la yema al establecerse en un medio con sales del MS

y suplementado con BAP; AIB y AG; en concentraciones de 1.0, 1.0y 0.1 mgL™* respectivamente,

El medio MS a diferencia del medio Heller provocé menos oxidacidn en los explantes, ya que el
medio Heller presenta una baja concentyracion de sales que facilita la movilidad de sustancias toxicas

comg los fenoles, afectando el explante.

La oxidacion es uno de los problemas mas daiiinos en cultivo in vitro, por lo que el pirogalol es
un buen reductor al emplearse en concentraciones de 25 mgL" y combinarse con 100 mgL™ de 4cido

ascorbico en el medio.

La sacarosa resultd ser la mejor fuente de carbono al afiadirse 3.8% al medio, promoviéndose la

formacion y crecimiento de brotes,

La adicién de 3 mgL™ de BAP promovi6 la formacién de ms de tres brotes con una longitud de

1.4 cm a los 36 dias de cultivo.

El nimero de brotes es inversamente proporcional a la longitud de los brotes, por existir una

competencia de nutrientes disponibles en el medio.
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VIII. RECOMENDACIONES

Al establecer un cultivo in vifro se recomienda:

1. Tratar de manera diferencial las yemas (axilares y adventicias), ya que podrian arrojar resultados

distintos, en cuanto a la formacién y desarrollo de brotes.

2. Tomar en cuenta la edad de la planta donadora, en el momento en el que se disecte ¢l explante, puesto

que el estado fisiologico de la planta puede ayudar a una mejor interpretacién de resultados

3. Seguir con esta investigacién y mejorar un protocolo que permita en un plazo considerable propagar
especies vegetales con importancia no sélo econdmica sino también ecolbgica, como lo es el cedro rojo
(Cedrela odorata), tomando en cuenta el trabajo interdisciplinario que se requiere para poder realizar

dicha investigacién.
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Etapa III. Determinacién de las combinaciones y concentraciones de reguladores de crecimienta,

antioxidante y fuente de carbono.

Ensayo 3

Tabla 13. Desviacién estindar (D) y coeficiente de variacién (CV) del niimero de brotes en cinco

medios del MS.

T8 T9 T10 T T12 T13
Dias D cv D cv D cv D cv D cv D cv
3 1.26 (1223 035309025235 O 0 0 0 0 0
6 1.26 {122.3|1 035 1309 | 025|235 © 0 0 0 0 0
9 08 1661079626 |079[626[/035([309( O 0 0 0
12 08 [66.1(079]626|1.03]858[036(316] 0O 0 0 0
15 1.03 |81.7 {064 45 0 0 |042 (347 0 0 0 0
18 112 | 732 | 067 | 48 0 0 |042]1347| 0 0 0 0
21 112|732 | 067 446 ] 0 0 |043(3551 0 0 0 0
24 045| 36 | 068 | 44.1 0 0 05 |376( 0 0 [037]324
27 086|623| 09 | 523 0 0 05 |376] O 0 | 048|375
30 086623|094|552] 0 0 051376 O 0 | 053372
33 0861623094553 | 0 0 05 {376 O 0 0481373
36 086623094553 0 0 (067|465 0 ¢ | 053|373
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Table 14. Desviacién estindar (D) y coeficiente de variacién {CV) del tamaiio de los brotes de

cinco medios del MS.

T8 T9 T10 T11 T12 T13
Dias| D cv D cv D cv D cv D cvi D cv

3 [016[432|008(333[013(235| 0 0 0 0 0 0
6 |016:432( 014437 |015[235( 0 0 0 o 0 0

9 019422 1017 | 472 (018626 (035308 o0 0 0 0
12 | 025|416]022 511014 858036316 0 0 0 0
15 (036|486 | 027 | 60 {027 0 [042[347[ 0O 0 0 0
18 | 052 65 | 031 534|044 0 (042347 O 0 0] 0
21 | 053|662|031{534|044] 0 [043[355[ 0O 0 0 0
24 1055]16251077 687076 0 05 (376 O 0 | 037|324
27 1085/914,055|785[103| © 05 |376| 0 0O |048 (375
30 |075| 675|072 9 [124 O 05 (376 O 0 1053|372
33 |079 (647|074 | 84 |142( 0 05 (376 0 0 | 0481373
36 | 1.02|739|087 | 935|141 0 [067 1465 O 0 |053 (373
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Tabla 15. Desviacin estindar (D) y coeficiente de variacién {CV) del niimero de brotes en

seis medios del MS.,

Dias

T8

T9

T13

T14

T15

T16

cv

D

cv

D

cv

Ccv

(9]
<

1.26

1223

0.31

28.2

239

122.4

0

1.26

122.3

1.06

706

2.16

100.8

D
0
0

0

0.8

1.41

70.5

247

116.5

0

0

12

0.8

Ol o ol o] O

O] O] O} o

1.5

70.7

26

113.5

0.51

45.1

15

1.03

81.7

1.53

72.1

263

112.8

077

64.1

18

1.12

73.2

0.26

243

1.53

721

266

112.2

0.57

47.1

g

1.12

732

0.26

243

1.53

721

2686

112.2

0.57

471

24

0.45

0.26

243

1.68

96

254

112.8

0.57

471

Q| o o o] o] o]l o] o] o

27

0.86

62.3

0.26

243

1.06

707

247

116.5
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0.6

62.3

0.26

243

1.59

98.1

241

120.5

0.59

45.3

33

0.86

62.3

0.26

24.3

1.06

706

3.08

1026

0.81

66.9

0.94

723

0.6

62.3

0.26

243

0.49

36.8

3.49

109

0.59

453

0.94

723
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Tabla 16. Desviacién esténdar (D} y coeficiente de variacién del tamafio de los brotes en seis

medios del MS,

Dias T8 T9 T13 T14 T15 Ti6
DjcvyD{|cv] D Cv | D cv O f(Ccv| D cv
0.16143.210.15[37.5[0.14| 31.1 [021] 538 [0.09]| 214 012 | 285
0.16143.2| 02 |476{0.16| 31.3 |[033[ 687 018382 0.17 | 333
0.191422(017[36.9[031[ 543 |025] 416 |0.21] 42 021 31.8
12 ]1025141.6(0.18346[0.39] 59 [0.39] 65 |0.19 42.2 0.24 342
15 10.26(48.6(0.48[52.1|0.41| 546 (0.44| 73.3 | 0.35 48.6 (028 | 34.1
18 1052 65 |0.38{436[0.43]| 512 (043 641 |037 43.5]10.28 | 34.1
21 (0.53]66.2|0.38(436{0.43] 505 |043| 641 1037 435 03 | 353
24 1055625104 | 33 [035] 35 |0.39] 635 [037 43.51032 | 438
27 10851914 04 | 33 {035 35 |025| 416 |0.42 43.4[10.32| 438
30 10.75(67.5] 0.4 |33.3[068( 635 [039] 75 |04z 424 04 | 465
33 (0.79[6471037(37.1|0.68| 97.1 {043 | 53.7 | 0.48 |44 6 053] 576
36 (1.02|739| 04 [388]0.72]110.7[1.93( 1451|052 | 477 05 | 532

El coeficente de variacién y la desviacion estandar se presentan en tabla porque son valores muy

grandes que se salen de la escala de Ia grifica.




Anexo 2

Medio MS * (Murashige y Skoog, 1962)

COMPUESTO PM CONCENTRACION STOCK
(9} _mgL” mML" mML"!
Solucién I
NH.NO, 80.04 1650 20.6 2060
KNO, 101.108 1900 18.8 1880
Solucién il
MgS0,*7H,0 246.48 370 1.5 150
MnSO,"H.0 169.01 16.9 1%x107 1
ZnS0*7H,0 287.54 8.6 3x10” 3
CuS0.*5H,0 24%.68 2.5x107 1x10™ 1
Solucién Il
CaCl;"2H;0 147.02 440 3 300
Kl 166.01 0.83 5x10~ 5x10”
CoCl; 237.93 2.5x10° 1x10* 1x10™
Solucién IV
KH:PO4 136.09 170 1.25 125
H4BO, 61.86 6.2 1x10” 13107
Na,Mo0."H;0 241.95 2.5x10™ 1x10° 1107
Soluctén V
FeS0.7H,0 278.028 27.8 1x10" 10
EDTA*2H,0 372.028 37.3 1x10” 10
Fuente de carbono
Sacarosa 342.31 3x10° 87.63
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Medio Heller (1953).

COMPUESTO PM CONCENTRACION STOCK
(@) mgL’ mmL” mML"
Solucién | :
NH.NO, 85 600 7.05 705
Solucién I
MgS0. 246.48 250 1.014 101.42
MnS0.*H,0 169.01 7.6x107 4.5x10" 4.5x10°
ZnS0,7H,0 287.54 1 3.47x10™ 3.4x10°
CuS0.*5H,0 24968 3x10° 1.2x10" 1.2x10*
Solucion i
MgCl, 95.22 2.1x10” 2.2x10° 2.2x10”
CaCl, 237.93 4.7x107 1.97x10™ 1.97x10%
Ki 166.01 1x10™ 6.02x10° 6.02x10”
KCI 74.56 750 10.06 1006
Soclucién IV
H\PO, 61.86 1 1.6x10~ 16
NaH.PO.*H,0 137.99 125 0.905 90.58
Solucién V
FeCl,*6H,0 243.85 1 4.1x10” 4.1x10"
Fuante de carbono
Sacarosa 342.31 3x10* 87.63
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Vitaminas R-2

[ COMPUESTO PM CONCENTRACION STOCK
(2) malLT mML” mML"™*
Mio-inositol 180.16 100 0.55 55.5
Tiamina 327.36 0.1 3.05x10™ 3.05x10*
Acido nicotinico 123.11 5 4.06x10" 0.406
Piridoxina HCl 205.64 0.5 2 43x10 0243

Reguladores de crecimiento

BAP 10 mg/100 ml disolver con 2 gotas de HCl IN
2ip 10 mg/100 ml disolver con 2 gotas de HCI IN
AG; 18 mg/100 ml disolver en agua tibia

AIB 10 mg/100 ml disolver con 2 gotas de NaOH IN




