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INTRODUCCION

uestro pais
detallados
especies forestales, y los datos existentes

posee pocos estudios
sobre domesticacion de

son generalmente monograficos, en los que
tampoco se profundiza sobre la variabilidad
genética de cada especie. Estos estudios son
demorosos debido a los largos periodos de
vida y gran tamafno de estas especies, y por
tanto, el mejoramiento genético resulta
complicado, en comparacion con los cultivos
agricolas, con los que ademas se obtienen
rendimientos econémicos en corto tiempo.
Sin embargo, actualmente se estd retomando
el incentivo a la producciéon de forestales,
debido en parte a que nuestro pais, esta
catalogado con vocacion forestal, segun los
criterios biofisicos y uso potencial del suelo
(Cuéllar et al., 2003; Republica de El Salvador,
2004). Aunado a esto, la crisis con los precios
del café ha hecho que los productores se
interesen por diversificar sus cultivos y la
produccion forestal resulta entonces es muy
rentable.

La microporpagaciéon ofrece numerosas
ventajas con respecto a la propagacion masiva
de arboles catalogados como élite, acortando
de sobre manera los ciclos de reproduccién

que en condiciones de campo tomarian
afos. Por esta situacion, en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales se ha introducido
recientemente una melidcea de gran interés
comercial como es el cedro (Cedrela odorata).

La investigacién consiste en establecer,
mediante la técnica de cultivo de tejidos
vegetales, material de esta especie,
recolectado y certificado por CEDEFOR
(Centro de Desarrollo Forestal), para luego
ser multiplicado, enraizado y aclimatado
segun las condiciones mas adecuadas. En base
a los mejores procedimientos encontrados
se procedera a establecer el protocolo de
micropropagacion mas idoéneo para nuestras
condiciones.

1. PROBLEMA

Desde hace muchos afos en nuestro pais,
la cobertura de los bosques naturales se ha
visto reducida por la introduccién de los
cultivos de café, algododn, cafa de aztcar y
cria de ganado, utilizando para ello zonas de
diversidades bioldgicas altamente pobladas
y fértiles. Actualmente, el area de cobertura
de bosques naturales ha bajado al 2% del area
del pais, considerando que una buena parte

ISSN: 2227-4235

METODOLOGIA DE MICROPROPAGACION DE SEGMENTOS NODALES DE CEDRO (CEDRELA ODORATA L.),
OBTENIDOS A PARTIR DE SEMILLA SELECCIONADA, ESTABLECIDOS BAJO CONDICIONES DE LABORATORIO.

‘ Volumen No. 1



[ 76 ]

Universidad Catolica de El Salvador.

estd constituida por los manglares (bosques
salados) ubicados en los margenes de los
esteros. Si a esto se afaden plantaciones de
café bajo sombra, la cobertura de bosques
se incrementaria a un 12% del territorio
nacional, y aun asi, serfa uno de los mas bajos
del mundo. En esta misma situacion, los
bosques existentes como sombra del café casi
nunca reciben un manejo adecuado porque
son utilizados como subproductos (Cuéllar et
al., 2003).

La problematica de la deforestacion esta
provocando tanto en nuestro pais como a
nivel mundial, dafos irreparables en los
bosques (113 millones de Ha de bosques
tropicales
desaparicion de muchas especies, entre ellas
las meliaceas Cedro (Cedrela odorata L.) y
Caoba (Swietenia humilis) (Muioz, 2003),
las cuales son unas especies muy cotizadas

deforestados por afo), y la

por sus usos en construccion, carpinteria y
ebanisteria fina (MAG, 2004). Sin embargo,
también existen problemas de propagacion
de estas melidceas, por ejemplo su corta
area de dispersion de semillas y el ataque del
lepidéptero Hypsipyla grandella (Zeller).

2. JUSTIFICACION

Se ha trabajado con métodos convencionales
para la propagacion de especies forestales con
potencial comercial, tal como cedro y caoba.

Sin embargo, la mayoria de estos estudios
se basan en manejo de campo desde la
germinacion y las subsiguientes etapas de
habiéndose

crecimiento de los darboles,

encontrado problemas de bajo potencial

germinativo de semilla (de 33000 semillas/Kg
de cedro, 9900 se consideran utiles) (Valentin,
2005).

Anteriormente se ha trabajado con métodos
convencionales para la propagacion de
especies forestales con potencial comercial,
tal es el caso de cedro y caoba; sin embargo,
todos se basan en manejo de campo desde la
germinaciéon continuando con las sucesivas
etapas delavida delos arboles, encontrandose
problemas de bajo potencial germinativo de
semilla. Ademas, frecuentemente se presentan
inconvenientes en cuanto a uniformidad
genética y disponibilidad de cantidades
de semilla adecuadas para establecer una
plantacion comercial. (Guevara, 1996/cit.
por Orellana, 1997). Otro problema muy
importante en el mejoramiento genético de
forestales se debe principalmente al largo ciclo
de las especies leniosas desde la siembra de la
semilla hasta la floraciéon (Roca y Mroginski,
1991). Para el caso, el tiempo de germinacién
con el método tradicional sucede en un
minimo de 20 dias; en cambio, mediante la
técnica de cultivos in vitro es en un maximo de
dos semanas. En la Universidad se cuenta con
experiencia previa sobre micropropagacion
de caoba, estudio culminado en 2007 (en
http://www.unico.edu.sv/investiga/
frames/rvr.php?accion=4).  Ese
también fue realizado a partir de semillas
germinadas asépticamente y luego se utilizd
la regién cotiledonar para mayor producciéon
de hipocoétilos para iniciar la multiplicacion
masiva.

linea:

trabajo
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Desarrollar una metodologia de regeneraciéon
de material vegetal de Cedro (Cedrela
odorata L.) mediante cultivo de microestacas
regeneradas a partir de semilla seleccionada.

3.2. Objetivos especificos

* Establecer los cultivos mediante
las yemas cotiledonales, a partir de

semillas germinadas in vitro.

* Establecer comparaciones en fase de
multiplicacién con material antiguo
y nuevo para determinar potencial de
vigor.

* Determinar el mayor porcentaje
de enraizamiento de las plantas
regeneradas y la  consiguiente
transferencia a las condiciones de

endurecimiento ex-vitro.

4. METODOLOGIA

La semilla procedente de CEDEFOR, se
escarific6 manualmente, la
del explante se hizo con lejia comercial
(5.1%) al 50% v/v por 15 min, 3 enjuagues
en camara con agua estéril (Figura la y 1b).
Una vez desinfectada la semilla, se procedi6
a la siembra en tubos de ensayo los cuales
contenian un medio de agua destilada, 3%
sacarosa, 0.65% de agar, y se ajusté a un pH de

desinfeccion
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5.7, sin reguladores de crecimiento. En cuanto
a las condiciones de incubacién, fueron
oscuridad y alta temperatura (30°C ideal)
mientras comienza la germinacién (Figura
Ic); posteriormente, condiciones normales
para el laboratorio de la UNICO, el cual es un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad
con 1350 lux de intensidad, con temperaturas
entre 25° - 30°C. La alta temperatura es
necesaria para lograr la germinacion (ideal
30°C). En este caso se pusieron a germinar en
condiciones de oscuridad, lo cual no es tan
necesario, puesto que este ensayo se realizo
simultdneamente con el caoba, solamente
en la fase inicial, y se destaparon al mismo
tiempo que las plantas de caoba (a los diez
dias después de la siembra), y en ese momento
estaban demasiado elongadas y delgadas,
por tanto, la altura no se ha considerado
como variable evaluada. La germinacién
se completé en aproximadamente un mes
y medio, por esperar el desarrollo de hojas
verdaderas (Figura 1d). En este caso, el medio
inicial consistié del medio MS con macro y
microsales a la mitad, 30 g/L de sacarosa,
8 g/L de agar y 2.46 mM de 2-ip (6 -y, y -
dimethylamino purina); pH 5.7, a razén de 30
mL por frasco.

Para iniciar el establecimiento, se tomaron

explantes del nudo cotiledonar de
aproximadamente 2 cm. y se colocaron

verticalmente en el medio de cultivo.

El procedimiento que se
aclimatacion de las plantulas completas
formadas al final de la fase de desarrollo,
que estaban en medio WPM, consistié en la
aplicacion de agua destilada estéril durante las
24 horas anteriores a la siembra en un sustrato

siguié para
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comercial inerte; posteriormente, se lavaron
las raices con agua de chorro y se colocaron
en una camara hiumeda cerrada, brindando
riegos nebulizados en forma periédica, uno
o dos al dia, durante las horas de mayor

b)

temperatura para evitar la deshidratacion de
las vitroplantas (Figura 2). Luego de un mes
en estas condiciones se brindé la primera
fertilizaciéon con Blaukorn granulado a cada
planta.

d)

Figura 1. Descripcion del proceso de introducciéon y germinacién de semilla de cedro
(Cedrela odorata L.) al laboratorio de la Universidad Catolica de Occidente, la cual proviene
de CEDEFOR, 1a) Semilla de cedro con y sin escarificacién, 1b) proceso de desinfeccién de la
semilla en camara de flujo laminar, 1c) frascos tapados con papel aluminio inoculados con las

semillas, 1d) semilla de cedro germinada.
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Figura 2. Descripcion del proceso de aclimatacion de plantas de cedro (Cedrela odorata L.) al
final de la fase de desarrollo, bajo dos tratamientos, 2a) aplicaciéon de agua destilada estéril a
los frascos, 24 horas antes de la aclimatacion, 2b) plantula de cedro lista para aclimatacion, 2¢)
camara cerrada para producir atmdsfera hiimeda y evitar la deshidratacion de las plantulas, 2d)

vista de las vitroplantas al salir de la cdmara hiumeda cerrada.

5. RESULTADOS

Fase de germinacion

Luego de un mes y dos semanas se completo
la germinacion; la aparicion del primer

par de hojas verdaderas fue mas lento que
para caoba; sin embargo, el inicio de la
germinacion fue simultdaneo. El porcentaje
de plantulas utiles para corte fue del 84.6 %.
El porcentaje de contaminacién total fue
del 5.8 %, siendo por hongos. Esto se puede
atribuir a la asociacion de las semillas de
especies forestales tropicales con numerosos
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microorganismos, que de manera natural
ayudan a los procesos de germinacion, pero
que representan un factor limitante para los
trabajos in vitro (Castro, 2001/Cit. por Pérez
et. al., 2004).

Fase de iniciacion (establecimiento)

Enestecasonosehanrealizado comparaciones
entre distintos tipos de explantes, ya que segin
estudios en esta especie (Pérez et al, 2004), el
explante ideal resulta ser solamente el nudo
cotiledonar debido ala estructura de la planta.
Por tanto, los analisis estadisticos al respecto
seran al final de la fase de multiplicacion.

Fase de multiplicacion

Al elegir evaluar las dosis de citoquininas BAP
y 2 —iP en esta fase, que resultaron éptimas
para la multiplicaciéon de cedro (6.5 uM/1 y
2.46 uM/l, respectivamente), segun (Pérez
et al., 2004), no se obtuvieron las mismas
respuestas (datos no incluidos), por lo que
se optd por manejar una dosis de 0.5 mg/l de
BAP con medio MS normal, segiin el manejo
en el Instituto Tecnoldgico de Costa Rica
(Abdelnour, 2006); entonces los tratamientos
empleados fueron material vegetal antiguo
(con multiplicaciones previas) y nuevo (de un
mes y medio de germinacién). Se realizaron
tres ciclos de multiplicacion, midiendo las
variables de numero de brotes por explante y
la altura en centimetros de los mismos.

En los tres ciclos de multiplicacion evaluados
hubo una tendencia general, aunque sin

diferencias estadisticas significativas, en
que el material antiguo generé el mayor
namero de brotes; sin embargo, la mejor
altura fue del material nuevo en todos los
casos, mostrando diferencias altamente
significativas (pH=0.01) solamente al final
del tercer ciclo de multiplicacion. Haciendo
la comparacién general de las tres etapas,
la altura de los brotes es incrementada
conforme el aumento de los ciclos de
regeneracion, especificamente con el material
nuevo (Figura 3), mostrando visiblemente
un mejor desarrollo y coloracion de follaje.
El mayor numero de brotes se observé con el
material antiguo sin diferencias estadisticas
significativas (pH=0.01). La formacién de
raices no fue evaluada en esta etapa; no
obstante, el material espontaneamente formo
raices en la mayoria de frascos de ambos
tratamientos, esto solamente ha sucedido en
los casos en donde el cedro ha sido expuesto a
altas concentraciones de citoquininas, arriba

de 4 mg/1 (Pérez et al., 2004).

La interaccién entre el nimero de brotes y
altura de los mismos para ambos tratamientos
no presenta ninguna diferencia estadistica
significativa (pH=0.01) en ninguno de los
tres ciclos de multiplicacion, no existiendo
relacion directa entre las variables, aunque
se observd que en el material nuevo existe
menor numero de brotes relaciondndose con
una mayor altura y lo contrario ocurrié con el
material antiguo.
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Comparaciéon Multiplicaciones

@ Antiguo

Num. brotes

H Nuewvo

1a. Multi | 2a. Multi | 3a. Multi | 1a. Multi

Altura brotes

3a. Multi

Figura 3. Comparacion de material antiguo y nuevo de cedro (Cedrela odorata) para las
variables numero de brotes y altura de los mismos (cm) durante tres ciclos de multiplicacion.

Fase de desarrollo

Dado que en esta etapa la mayoria de
plantulas formo raices al cabo de una semana
y media, se procedi6 a evaluar el material
al final de cuatro semanas y pasar a fase de
aclimatacion. En apariencia las plantulas
lucian vigorosas en su mayoria y sin mucha
formacion de callo en la base (Figura 4). Este
evento se puede atribuir a que la morfogénesis
y el crecimiento de los cultivos de tejidos de
especies lefiosas prefieren concentraciones
bajas de sales (Litz, 2006), y a que la sacarosa
es fuente de energia para que las plantas
desarrollen tejidos y o¢rganos, como por
ejemplo las raices (Veirskov, 1988/Cit. por
Pérez et al., 2004).
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<)

Figura 4. 4a) Plantas completas con formaciéon de
raiz al final de la fase de desarrollo en cedro (Cedrela
odorata), 4b) panoramica general de material de cedro
nuevo, 4c) panoramica general de material de cedro

antiguo.

Los parametros evaluados en esta etapa para
cada uno de los tratamientos fue: altura
de planta (cm), nimero de raices y largo
de raices (cm). Se utilizé el medio Woody
Plant Medium (WPM) al 50% de macro y
microsales, suplementado con 25 y 30 g/l
de sacarosa (Anexo 1), segun los mejores
resultados obtenidos en esta fase por Pérez
et al. (2004). En ese estudio se demostrd que

las bajas concentraciones tanto de sales en los
nutrimentos como de azucar, pueden inducir
el metabolismo autotréfico y favorecer una
morfologia normal de los brotes (Garcia-
Martin et al., 2001/Cit. por Pérez et al,
2004). Cuando en el tratamiento 1 (30 g/l de
sacarosa) se comparo su efecto sobre material
nuevo y antiguo se encontrd solamente
diferencias estadisticas significativas (p<0.01)
en el largo de raices, siendo mas largas
en el material nuevo, estableciéndose una
asociacion positiva moderadamente fuerte
entre la altura de la planta y el nimero de
raices desarrolladas. En el tratamiento 2 (25
g/l de sacarosa) no hubo superioridad sobre el
origen delos materiales para ninguna variable.
En el analisis factorial de los dos tratamientos
junto con el factor origen, se establecen
diferencias significativas
solamente para el caso del largo de raices,
que como se menciond, fue superior con el
material nuevo, siendo indiferente cualquiera

estadisticas

de las dosis de sacarosa empleadas, aunque
para la altura de planta y nimero de raices
fue superior en la dosis de 25 g/l de sacarosa
pero sin diferencias estadisticas significativas
(p<0.01) (Figura 5).

Tratamiento 1 (Desarrollo)

B Material nuevo

H Material antiguo

Altura planta
(cm)

a)

No. raices

Largo raices (cm)
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Tratamiento 2 (Desarrollo)

b) Altura planta (cm)

No. raices

Largo raices (cm)

figura 5. Comportamiento de material de cedro en fase de desarrollo bajo dos tratamientos con medio
de cultivo WPM, con dos dosis distintas de sacarosa, 5a) Tratamiento 1 (30 g/l de sacarosa), 5b)

Tratamiento 2 (25 g/l de sacarosa).

6. CONCLUSIONES

Al igual que en el caso del protocolo de
micropropagaciéon  de
humilis), el estudio en cedro es también
pionero sobre la reproduccion in vitro de
forestales en nuestro pais, por tanto, los
resultados finales permiten servir de apoyo
a posteriores programas de mejoramiento
genético encaminados principalmente a la
obtencion de resistencia a la principal plaga
como es la Hypsipyla grandella (Zeller).

caoba (Swetenia

Es importante conocer que al igual que en
el caso de caoba, la altura de los explantes
se va incrementando conforme los ciclos de
multiplicacién; sin embargo, la tendencia a
produccién de brotes disminuye. En general,
el mayor nimero de brotes y altura de los
mismos se obtuvo con el material nuevo, por
el alto potencial de este tipo de tejidos.

Tal como sucedi6 en el ensayo de
micropropagacion de cedro de CATIE (Pérez
et al., 2004), en Eucalyptus tereticornis y
en Acacia nilotica (Subbaiah y Minocham,
1990; Dewan et al., 1992/Cit. por Pérez et
al., 2004), el enraizamiento espontaneo en la
fase de desarrollo fue alto con ambas dosis de
sacarosa; sin embargo en CATIE emplearon
dosis de 30 y 40 g/l; en nuestro ensayo
al trabajar con 25 g/l, se obtuvo un buen
resultado, por lo tanto, también los costos se

pueden reducir.
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