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RESUMEN GENERAL

PROPAGACION ASEXUAL DE CLONES SELECCIONADOS DE Cedrela
odorata L.

Salvador Sampayo Maldonado, Dr.
COLEGIO DE POSTGRADUADOS, 2015
Cedrela odorata L. es la especie mas rentable para establecer plantaciones
comerciales y la de mayor importancia para la industria forestal de México. El
objetivo fue seleccionar clones superiores de C. odorata y desarrollar
protocolos para su propagacion. Se estimaron los parametros genéticos de un
ensayo clonal de 40 clones superiores selectos en el Campo Experimental El
Palmar, en Tezonapa, Veracruz. Después se desarrollaron protocolos para el
enraizamiento de estacas, acodos en contenedor, acodos aéreos e in vitro
para propagar los materiales seleccionados. Se realizé un analisis de la calidad
de semilla del huerto semillero del mismo Campo Experimental y su
germinacion in vitro. Seleccionar los mejores 4 clones de 40 dara un aumento
de 350% en volumen con una reduccion en la incidencia y mejora la respuesta
al ataque del barrenador. Los tratamientos de anillado completo con 10,000 y
1,000 mg L' de AIB promovieron el mayor porcentaje (90 %) de acodos
enraizados. Usando estacas de tipo apical, con 1,500 ppm de AIB puestas a
enraizar en agrolita se obtuvo el mayor enraizamiento (90 %). En la interaccién
del genotipo y la aplicacion de 1,500 ppm de AIB se obtuvo el mejor
enraizamiento (95 %) de acodos aéreos. En el establecimiento in vitro se
obtuvo el 55 %, en la fase de multiplicacion se obtuvo el 95 % brotes y el 64 %
de enraizamiento, mientras que en la fase de enraizamiento se elevo el
enraizado a 77.6 %. Después de doce meses de almacenamiento las semillas
presentaron un contenido de humedad bajo, pero no afecto la viabilidad (97.7
%) ni la germinacion (87.7 %). El medio MS mas carbon activado fue donde se
obtuvo la mayor germinacién in vitro (59.5 %). Los resultados indicaron que se
pueden seleccionar clones mas productivos y es posible propagar a C. odorata

mediante técnicas de propagacion asexual.

Palabras clave: Cedrela odorata, parametros genéticos, propagacion asexual,
enraizamiento, clones.



GENERAL ABSTRACT
ASEXUAL PROPAGATION OF SELECTED CLONES Cedrela odorata L.

Salvador Sampayo Maldonado
COLEGIO DE POSTGRADUADOS, 2015
Cedrela odorata L. is the most profitable tree to establish commercial
plantations and more important for the forest industry of Mexico.The objective
was to select superior clones of C. odorata and to develop protocols for
propagation. Genetic parameters of a clonal test with 40 superior clones were
estimated at the El Palmar Experimental Station in Tezonapa, Veracruz.
Protocols for rooting cuttings, for layering in container and for air layering were
developed to propagate selected materials. An analysis of the quality of seed of
the same seed orchard Experimental and germination in vitro was performed.
Selection of the best 4 out of 40 clones wiil give an increase of 350% in
volumen with a reduction in the incidence and a better response (tolerance) to
the borer attack. Treatments full ringed with 10,000 and 1,000 mg L-1 of AIB
promoted the highest percentage (90 %) of layering rooted. Using cuttings
apical type, with 1,500 ppm of AIB agrolita put to root in the greatest rooting (90
%) was obtained. In the interaction of genotype and application of 1,500 ppm of
AIB best rooting (95 %) of air layers it was obtained. In vitro establishment 55
%, in the multiplication phase outbreaks 95 % and 64 % rooting was obtained,
while the rooting rooting phase was raised to 77.6 % was obtained. After twelve
months of storage seeds, they had a low moisture content, but did not affect
the viability (97.7 %) and germination (87.7 %). MS medium was most activated
carbon where most germination in vitro (59.5 %) was obtained. The results
indicated that you can select more productive clones and may spread to C.

odorata by asexual propagation techniques.

Keywords: Cedrela odorata, genetic parameters, asexual propagation, rooting

clones.
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CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

1.1. IMPORTANCIA DE Cedrela odorata L.

El cedro rojo (Cedrela odorata L.) fue descrito por Linneo en 1759 en su obra
Sistema Naturae (Andrade et al.,, 2004). Es originario de América tropical
(Penington y Sarukhan, 1968), y ha sido exitosamente introducido en Europa y
en varios paises tropicales, incluidos Puerto Rico y Java, asi como en el
continente africano y en Australia. Se distribuye en climas céalido y semicalido y
se le encuentra en el tropico hiumedo y el tropico subhumedo. Crece asociado
a la selva tropical caducifolia, subcaducifolia, subperennifolia y perennifolia

(Mendizéabal, 2009).

Debido al fragil estado de conservacién en bosques naturales, el cedro rojo
estd incluido en el Apéndice Il de la Convenciébn sobre el Comercio
Internacional de especies amenazadas (CITES, 2007). Pero ademas se
encuentra incluido en la lista de especies en riesgo sujeta a proteccion especial
de la NOM. 059 (SEMARNAT, 2010), razéon por la cual la conservacion,
estudios de la variabilidad genética, propagacién y uso sustentable de esta

especie cobra especial importancia (Muellner et al., 2009).

Es una especie con potencial para la reconversion productiva y el
establecimiento de plantaciones comerciales, ya que tiene una rentabilidad

econdmica atractiva y buena viabilidad social (Ramirez et al., 2008). El cedro



rojo es la especie mas plantada en el pais con un 20.5 % (35,652 ha) de la
superficie total establecida (CONAFOR, 2015). Sin embargo, la susceptibilidad
al barrenador de yemas (Hypsipyla grandella (Zeller)), que destruye y causa
dafios importantes; limita el éxito de las plantaciones comerciales de cedro rojo

en el pais (Navarro et al., 2004).

Es una de las maderas preciosas mas empleadas y preferidas en el mercado
nacional e internacional. Tiene amplia gama de usos para la construccion,
carpinteria y ebanisteria fina. Por su valor comercial es una de las especies de

mayor importancia industrial en México (Mendizabal et al., 2009).

1.2. INTERACCION Cedrela odorata L. — Hypsipyla grandella ZELLER

Las plantaciones forestales de cedro rojo se enfrentan a la amenaza
permanente de ataques de plagas de insectos y patégenos. Pero el ataque de
Hypsipyla grandella Zeller ocasiona pérdidas importantes, sus efectos pueden
afectar hasta el 100 % de los arboles de una plantacion (Cornelius y Watt,
2003). Una opcion recomendable es utilizar genotipos resistentes a esta plaga,
por lo que se considera que es posible disminuir los efectos mediante técnicas
de mejoramiento genético forestal y el manejo integrado de la plaga (Sanchez

et al., 2003; Cornelius y Watt, 2003; Cunningham et al., 2005).

Las Meliaceae se caracterizan por contener triterpenos del tipo de los
limonoides (Muellner et al., 2009; Kipassa et al., 2008; De Paula et al., 1996).

Para algunos de estos compuestos se han demostrado propiedades



insecticidas, fagodisuasivas, fitotoxicas o fungicidas como son los aceites
extraidos del arbol de nim y Aglaia spp. (Mancebo et al., 2002). Uno de estos
compuestos es azadiractina, un compuesto complejo con fuertes propiedades

insecticidas (Goulet et al., 2005).

Aunque Hypsipyla grandella (Zeller) tiene mas hospedantes, prefiere al cedro
rojo, existiendo diferencias de susceptibilidad entre individuos de la misma
especie (Pérez and Esquivel, 2008; Cornelius y Watt, 2003). Estas diferencias
pueden reflejar una variacion en la produccion de sustancias quimicas
atrayentes o disuasivos para hembras en oviposicion o bien diferencias en la
arquitectura (morfologia y crecimiento) de las ramas (Lago et al., 2006). Lo
mismo se puede pensar en cuanto a sustancias volatiles que permitieran la
deteccion de un determinado individuo y no sélo para la oviposicion, en lo cual

otros sensores podrian estar involucrados (Barboza et al., 2010).

Hay evidencias que indican la presencia y el uso de sustancias semioquimicas
para que hembras de Hypsipyla grandella (Zeller) detecten y seleccionen sus
hospedantes (Lago et al., 2006). Por ejemplo, durante las lluvias (cuando se
produce nuevo follaje), las hembras virgenes del insecto son atraidas a hojas
nuevas del cedro rojo. Sin embargo, durante épocas secas (cuando los arboles
estan defoliados), también inciden en los arboles y en este caso quiza los
insectos seleccionen a sus hospedantes mediante sefiales quimicas emitidas
por la corteza o por el aserrin y la resina producidos en ataques previos del
barrenador. Aunque los machos no son significativamente atraidos a las hojas

en crecimiento (Bygrave y Bygrave, 2001).



1.3. MECANISMOS DE RESISTENCIA

Para su defensa las plantas han adquirido durante el proceso evolutivo
mecanismos fisicos y quimicos que reducen la posibilidad de infeccién o
previenen el acceso de los patégenos (Coley et al., 1985). Esta resistencia esta
basada en un conjunto de mecanismo de defensa que incluye la produccion de
un amplio conjunto de metabolitos secundarios toxicos para ciertos insectos

(Romero y Villanueva, 2000).

La resistencia de plantas a insectos son aquellas caracteristicas genéticas de
la planta que la hacen soportar una poblacién de insectos que normalmente
afectaria a una variedad susceptible sin verse afectada en su estructura o
rendimientos (Camarena, 2009). En base a las leyes de la herencia la
resistencia a patégenos se hereda frecuentemente como una caracteristica
dominante y poligénica, afectada por factores ontogénicos, ecoldgicos y

ambientales (Major y Constabel, 2006).

Segun Badii y Garza (2007), la resistencia a insectos representa la capacidad
que tienen las plantas de restringir, retardar o sobreponerse a la infestacion por
una plaga. Las plantas resistentes a insectos alteran la relacion que un insecto
plaga tiene con su planta hospedera. La forma cémo la relaciéon entre el insecto
y la planta es afectada depende de la clase de resistencia (Pinter, 1958). Se

tienen identificados tres tipos de resistencia: antibiosis, antixenosis y tolerancia.



Antibiosis. Es una resistencia que afecta la biologia del insecto de modo que
la abundancia de la plaga y el dafio subsecuente se reducen en comparacion
con el que sufriria si el insecto estuviera en una poblacion susceptible. La
resistencia por antibiosis a menudo resulta en aumento de la mortalidad o

reduccion en la longevidad y reproduccion del insecto (Badii y Garza, 2007).

Representa aquellas caracteristicas fisicas o quimicas de la planta, que actdan
contra la biologia del insecto. Por ejemplo, factores antinutricionales o
compuestos del metabolismo secundario de las plantas pueden afectar
adversamente la nutriciéon, la reproduccion o el desarrollo de los insectos plaga
y conferir caracteristicas antibioticas a la planta (Painter, 1958). La presencia
de tricomas glandulares o en forma de gancho en tallos y hojas puede ser
considerada un mecanismo fisico de antibiosis contra algunos insectos. Se han
observado ninfas atrapadas en las secreciones de los tricomas glandulares y
otras atrapadas en los ganchos que forman los tricomas. La antibiosis debe ser
basada en multiples mecanismos o debe ser multigénica para ser estable, de
lo contrario los insectos son capaces de desarrollar biotipos o razas que a su
vez son resistentes al mecanismo de antibiosis de la planta (Badii y Garza,

2007).

Antixenosis. Es una resistencia que afecta el comportamiento de un insecto
plaga y usualmente se expresa como no preferencia del insecto por una planta

resistente en comparacion con una planta susceptible (Badii y Garza, 2007).



Incorpora aquellas caracteristicas que hacen que la planta no sea preferida por
el insecto para su ataque cuando se compara con variedades susceptibles o
preferidas. Segun Badii y Garza (2007), algunos mecanismos de antixenosis
incluyen modificaciones de la epidermis que hacen que la planta no sea
aceptable para oviposicion al no producir estimulos adecuados a las sensilias
del ovipositor o plantas con sustancias repelentes que modifican el mecanismo

de localizacidn que utiliza el herbivoro.

Tolerancia. Es una resistencia en la cual una planta es capaz de resistir 0 se
puede recuperar del dafio causado por una abundancia del insecto plaga igual
a la que dafaria una planta sin los caracteres de resistencia (susceptible). La
tolerancia es la respuesta de una planta a un insecto plaga (Painter, 1958).
Algunos mecanismos de tolerancia incluyen respuestas fisioldgicas de la planta
al dafio causado por la plaga o mecanismos de compensacion para reponer
estructuras dafiadas, asi como respuestas diferenciales al dafio inducido por

las plagas (Badii y Garza, 2007).

El manejo de Hypsipyla grandella (Zeller) implica el uso de material genético
resistente en plantaciones comerciales. Los mecanismos de resistencia por
tolerancia difiere de la resistencia por antibiosis y antixenosis en como afecta la
relacion entre el insecto y la planta (Romero y Villanueva, 2000). La resistencia
por antibiosis y antixenosis causan una respuesta del insecto cuando el insecto
trata de usar la planta resistente para alimento, oviposicion o refugio. Sin
embargo, no se deben de confundir con el mecanismo de evasion, que

consiste en que una planta escape a un ataque por factores como la altura,



pero sigue siendo susceptible; porque al utilizar este material como resistente

puede llevar al fracaso el programa de mejoramiento genético.

1.4. IMPLICACIONES DEL MEJORAMIENTO GENETICO EN C. odorata L.

Para desarrollar programas de mejoramiento genético primero se deben
conocer los mecanismos de defensa y tolerancia que tiene el cedro rojo, para
lo cual se deben identificar los individuos resistentes a la plaga. Estas
caracteristicas genéticas de la planta son modificables por métodos de
mejoramiento y existe una gran variedad de procedimientos y programas que
permiten el flujo de genes entre plantas para seleccionar aquellas que sean
mas resistentes. La resistencia de las plantas se basa en la comparacion con
plantas que carecen de los caracteres de resistencia, es decir, las plantas

susceptibles.

Las actividades dentro de un programa de mejoramiento genético, incluye la
seleccién de los mejores individuos de acuerdo a la caracteristica de interés, a
través de la seleccibn de genes deseables para garantizar un buen
rendimiento, y la propagaciéon del material mejorado para incrementar su
frecuencia mediante la utilizacion de técnicas de clonacion y la conservacion

de los recursos genéticos (Hannrup et al., 2008).

El mejoramiento genético s6lo es posible por la variacién genética dentro de
poblaciones, con una adecuada seleccion se favorece una mayor productividad

por hectarea, mejor calidad del producto y la reduccion del turno de



aprovechamiento y por ende la reduccién de los costos (Farfan et al., 2002).
Para predecir las ganancias genéticas de una poblacion, se utilizan los
paradmetros genéticos como variables para caracterizar una poblacién. Estos
parametros permiten determinar el control genético de algun rasgo de interés y
éste valor genético es la descripcion del valor de sus genes que traspasa a su

progenie (Weng et al., 2007).

1.5. PROPAGACION ASEXUAL

En un programa de mejoramiento genético, la ganancia genética es retenida
mediante la propagacion vegetativa de arboles selectos (Kumar, 2007; Osorio
et al., 2001), ya que se obtienen copias idénticas de los mejores arboles
seleccionados y con esto se conserva el genoma (efectos genéticos aditivos y
no aditivos) de éstos individuos por tiempo indeterminado, y utilizando una
técnica adecuada podriamos producir gran cantidad de copias genéticamente
idénticas (Schneck y Ewald, 2001). Las técnicas para la propagacion
vegetativa mas usadas en arboles son el enraizamiento de estacas, acodos,

injertos y la micropropagacion (in vitro) (Pefia et al., 2010).

El objetivo fue seleccionar los mejores clones de Cedrela odorata y desarrollar
protocolos para su propagacion asexual. En el primer capitulo se da una
introduccién general. En el capitulo dos se estiman los parametros genéticos y
la respuesta a la seleccién de un ensayo clonal en el Campo Experimental El
Palmar, en Tezonapa, Veracruz. En el capitulo tres se realizan acodos en

contenedor para eliminar el porta injerto, se probaron tipos de anillado y



diferentes dosis de acido indolbutirico (AIB). En el capitulo cuatro se enraizaron
estacas probando diferentes tipos de estaca, dosis de AIB y sustrato. En el
capitulo cinco se enraizaron acodos aéreos, se probaron diferentes dosis de
AIB y el genotipo. Para el capitulo seis se realizé la propagacion in vitro de
yemas, probando diferentes tipos de medios y el genotipo. En el capitulo siete
se realizo el andlisis fisico y fisiologico de semillas del huerto semillero del
Campo Experimental EI Palmar. En el capitulo ocho se realiz6 germinacion in
vitro, probando diferentes medios y el genotipo y en el capitulo nueve se

presentan las conclusiones generales.
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CAPITULO I

PARAMETROS GENETICOS EN EDADES JUVENILES DE CLONES DE

Cedrela odorata L.

2.1 RESUMEN

Cedrela odorata L. es la especie mas plantada en el pais. El dafio por de
Hypsipyla grandella Zeller limita el éxito de las plantaciones. El periodo méas
critico es durante los primeros tres afios. El objetivo fue estimar la ganancia
genética esperada en la seleccion de clones resistentes al ataque de H.
grandella. El ensayo con 40 clones superiores esta ubicado en el Campo
Experimental El Palmar, Tezonapa, Veracruz. Se evalué a los 2 afios, se
estimaron la heredabilidad, correlaciones genéticas y la ganancia genética de
la respuesta de los clones. El ensayo presentd una supervivencia del 97 %,
2.86 m de altura y 2.49 cm de diametro normal. El 23 % de los rametos no
presentaron ataques, de los rametos atacados el 60 % (46 % del total)
respondieron con varios brotes pero uno mantuvo la dominancia apical. La
respuesta al ataque presentd un control genético de H?. =0.32. Las
correlaciones genéticas entre la altura, diametro y volumen fueron = 0.96 y
seleccionar por volumen reducira la incidencia y mejorara la respuesta al
ataque (re=-0.30 y rg= 0.27) es decir cierta mejora en la resistencia. Con una
intensidad de seleccion del 10 %, seleccionando los 4 clones de mayor
volumen se obtuvo una ganancia genética de 350 % para el volumen, 51 %
menos ataques y 24 % mejor respuesta al ataque, menos dafos. La ganancia
genética de los clones evaluados justifica su utilizacion en los programas de
plantaciones comerciales clonales para la zona de Tezonapa, Ver.

Palabras clave: ganancia genética, heredabilidad, correlaciones genéticas.
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GENETIC PARAMETERS IN JUVENILE AGES OF CLONES OF Cedrela

odorata L.

2.2. ABSTRACT

Cedrela odorata L. is the most widely planted species in the country. Damage
by Hypsipyla grandella Zeller affects the success of plantations. The most
critical and vulnerable infection period by H. grandella is during the first three
years. The goal was to estimate the expected genetic gain for the selection of
big resistant clones to the attack by H. grandella. The trial of 40 superior clones
is located in the Campo Experimental ElI Palmar, Tezonapa, Veracruz.
Heritability, genetic correlations and genetic gain of clones to attack by H.
grandella were estimated when plantation was 2 years-old. The trial had a
survival rate of 97 %, with means of 2.86 m in hight and 2.49 cm in diameter.
23 % of the ramets showed no attacks, the attacked ramets had several shoot
but kept the apical dominance. The response to the attack had a genetic control
H2C = 0.32. Genetic correlations between height, diameter and volume were =
0.96 and selection from the volume reduces the incidence and improves the
response to the attack (rg = -0.30 and rg = 0.27, respectively) increasing the
resistance. With an intensity of 10 % selection, selecting the 4 clones with
higher volume will produce for next generaton a genetic gain of 350.2 % is
obtained for volume, 51.4 % fewer attacks and 24.1 % for the response to the
attack; resulting in a reduction of damage. The genetic gain in the economic
characteristics of the evaluated clones justifies their use in commercial

programs clonal plantations area Tezonapa, Veracruz.

Keywords: genetic gain, heritability, genetic correlations.
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2.3. INTRODUCCION

Cedrela odorata L. tiene potencial para el establecimiento de plantaciones
comerciales, es la especie mas plantada en el pais con 20.5 % de la superficie
total establecida (CONAFOR, 2015), tiene una rentabilidad econdmica atractiva
y buena viabilidad social (Ramirez et al., 2008). Sin embargo, las plantaciones
comerciales se enfrentan al dafio ocasionado por Hypsipyla grandella Zeller,
Lepidoptero, que barrena la yema apical. Los primeros tres afios de una
plantacién son criticos, ya que la larva provoca severos dafios principalmente
en arboles jovenes, deforma el arbol y reduce su crecimiento, lo que limita el

éxito de las plantaciones comerciales (Navarro et al., 2004).

La larva de éste insecto ocasiona pérdidas importantes, y pueden afectar hasta
el 100 % de los arboles de una plantacién (Cornelius y Watt, 2003). Es una
plaga especifica de la familia Meliacea, siendo C. odorata la especie mas
susceptible. Se considera que es posible disminuir los efectos mediante el
manejo integrado de la plaga: realizando podas, el uso de control biolégico y
mediante técnicas de mejoramiento genético, al utilizar genotipos tolerantes
(Cornelius y Watt, 2003; Sanchez et al., 2003; Cunningham et al., 2005). El
mejoramiento genético aplicado a la silvicultura es un proceso dinamico con el
objetivo de desarrollar plantaciones comerciales genéticamente superiores (Yu
y Pulkkinen, 2003), para incrementar la productividad y la conservacion de la
diversidad genética como estrategias para la planificacion y desarrollo del

sector forestal (McKeand et al., 2008; Berlin et al., 2012).
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El mejoramiento genético se inicia con la identificacion de arboles en los que
existe un rendimiento mayor al de la poblacion original, asumiémdose genes
deseables, después se realizan evaluaciones de su progenie, se identifican los
individuos con el mejor productividad y adaptacion (Salaya-Dominguez et al.,
2012). Para acelerar el proceso se realizan mediciones a edades tempranas
para eliminar los individuos inferiores y dejar los mejores. Se puede clonar el
material seleccionado para aumentar la ganancia genética e incrementar la

frecuencia de los arboles superiores (Kumar, 2007; Hannrup et al., 2008).

La estimacion de los parametros genéticos es crucial para determinar el control
genético sobre las caracteristicas de interés, definir las estrategias de manejo y
estimar el valor genético de los progenitores, que indica el valor de los genes
que traspasa a su progenie (Osorio et al., 2001; Weng et al., 2007). Al incluir
los factores de resistencia al ataque de patdégenos en los programas de
mejoramiento genético forestal se obtiene mayor ganancia en las tasas de

crecimiento (Swedjemark y Karlsson, 2004; Miranda-Fontaina et al., 2007).

El presente trabajo tuvo como objetivo estimar la ganancia genética esperada
en la seleccién de clones tolerantes al ataque de H. grandella. Ademas de
estimar algunos parametros genéticos como la heredabilidad, correlaciones
genéticas y la respuesta a la seleccion para las caracteristicas del crecimiento
en altura, diametro normal, volumen, conicidad del fuste, vigor de los clones,

los ataques de H. grandella y la respuesta de los clones a estos ataques.
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2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Localizacion del ensayo

El ensayo clonal se ubica en el Campo Experimental El Palmar ubicado a 18°
32" L.N,, 96° 47’ L.W.; 180 msnm, del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), en Tezonapa, Veracruz. El clima
es célido humedo con lluvias en verano, con una precipitacion media de 2,888
mm anuales y temperatura media anual de 24.4 °C. Los suelos son de tipo
Acrisol, profundos y de buen drenaje, poseen una textura de migajon arcillo-

arenoso y pH de 4.8 (Sanchez y Velazquez, 1998).

2.4.2. Material vegetal y disefio experimental

Los clones evaluados proceden del banco clonal establecido en este Campo
Experimental, donde se obtuvieron por injertos de yema. Los clones
corresponden a genotipos con caracteristicas superiores de tolerancia al
ataque de H. grandella, cuya valia fue determinada a partir de tres ensayos de
procedencias-progenie, parte de la estrategia del INIFAP en el mejoramiento
genético de C. odorata. El ensayo se establecié en el 2011 con 40 clones
usando un disefio de blogues completos al azar, un rameto de cada clon por
bloque con 12 repeticiones. Los rametos se plantaron manualmente a un
espaciamiento de 3 x 3 m. Al momento de la evaluacién el ensayo presento

una supervivencia del 97 %.
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2.4.3. Variables evaluadas

La evaluacion del ensayo se realiz6 a los 2 afios de establecido. La altura total
se midié con un estadal marcado cada 5 cm. Con una cinta diamétrica se
determind el didmetro a la altura del tocén (a 0.30 m), el diametro normal (a
1.30 m), y a dos m de altura. Con base en los datos de altura y diametro
normal se estim6 el volumen utilizando una ecuacién para plantaciones
jovenes de cedro rojo de Sanchez y Garcia (2009). Para un mejor manejo de
los datos, el volumen en m® fue convertido a cm®. Para su transformacién se

multiplico por un millon.
V= 0.000065659 (DN)* /08431077 (AT) 137733502 1)

Donde: V= volumen en m® DN= diametro normal (cm), AT= altura total (m).

Se calculé el indice de conicidad de la primer troza del arbol con base en
Sanchez et al. (2003). Se determind el volumen de un cilindro truncado con
base en el diametro del tocon y a 2 m de altura y el volumen del cilindro
basado en el didmetro del tocdn. Se dividié el primer volumen entre el segundo
para obtener el indice de conicidad, donde un mayor valor del indice implica
una forma mas cilindrica. Se estimo el vigor de los rametos de acuerdo con
Ramirez et al. (2008). La evaluacion se realiz6 en verano cuando todos las
plantas de C. odorata presenté follaje, brotes tiernos y turgentes; coincidente
con la época de apareamiento de H. grandella y el incremento de los dafios por
la larva (Ward et al., 2008). El vigor se clasific6 como: adecuado (3), cuando el
rameto presentaba un follaje denso, con cobertura abundante, color verde

intenso y el fuste sin torceduras; vigor regular (2) con follaje menos denso, de
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color verde opaco a amarillento y el fuste presentaba fisuras; y vigor malo (1),
rametos de follaje amarillento, follaje ralo, incompleto y de fuste torcido o

inclinado.

Se evaluo la intensidad de ataques de H. grandella en cada rameto de un clon
de acuerdo con Pérez-Salicrup y Esquivel (2008). Después se evalud la
tolerancia como la capacidad de recuperacion como respuesta al ataque de
acuerdo a Newton et al. (1995) y Ward et al. (2008) y la evasion al ataque,
como aquellos sin ataque visible. Se definieron cinco categorias: 0) sin
respuesta, cuando el rameto después de ser atacado no presentd brotes; 1)
después de ser atacado el rameto formo varios brotes pero sin dominancia
apical, 2) después del ataque el rameto exhibié varios brotes, pero uno tomé
dominancia apical; 3) después de ser atacado el rameto tuvo la capacidad de

reparar el tejido dafiado; present6 un solo brote y 4) sin atague de H. grandella.

2.4.4. Andlisis estadistico

Algunos variables no cumplieron con los supuestos de normalidad, por lo que
previo al andlisis de varianza las variables del nUmero de rametos atacados (Y)
fue transformada con la funcion logaritmo [T=logio(Y)]. Posteriormente los
valores fueron re-transformados a las unidades originales con la funcién

[Y=10"].

Para estimar los componentes de varianza se utilizé el PROC MIXED del SAS

(SAS, 2004) con el método de Maxima Verosimilitud Restringida, que produce
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estimadores insesgados (Littell et al., 1996), para el analisis se utilizé el modelo

lineal siguiente:

Yi= M+ Bi + C; + BCjj + &j (2)
Donde: Yj =Variable respuesta del rameto del j-ésimo clon en el i-ésimo bloque
y; 4 = Media general; B; = efecto fijo del i-esimo bloque; C; = efecto aleatorio
del j-ésimo clon ~ NID (0, 6°.); interaccién entre el j-ésimo clon en el i-ésimo

bloque y €;; = error aleatorio ~ NID (0, oze); i=1,2,...,12;j=1, 2,..., 40.

2.4.5. Parametros genéticos

Con los componentes de varianza se estimo la heredabilidad en sentido amplio
para rametos (Hzi) (3) y de la media de clones (Hzc) (4), para cada variable

evaluada.
H2i = 0'2(: / O'2c + O'Ze 3) Hzc = 0'2c / 020 + (oze/r) (4)

Donde 02C es varianza de clones, 02e es varianza del error y r = niumero de

repeticiones.

El error estandar de la heredabilidad estimada se obtuvo con el procedimiento
de Becker (1985). La estimacion de la H% es dtil desde el punto de vista
practico, ya que la seleccibn comunmente se hace con base en el valor
promedio de los clones (es decir, se selecciona el clon como tal y no un rameto
0 copia del clon). Sin embargo, dado que el valor de H% es afectado por el

namero de repeticiones (r) utilizado para estimar la media de los clones, es
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necesario estimar también H? para comparar el nivel de variacidon genética

existente (Ignacio et al., 2005).

Se calcularon las correlaciones fenotipicas (rr) y genéticas (ry) para todas las
variables evaluadas. Las correlaciones fenotipicas se calcularon con el
coeficiente de Pearson usando PROC CORR del SAS (Ignacio et al., 2005).
Las correlaciones genéticas entre pares de variables se calcularon con la

ecuacion (5) (Ignacio et al., 2005):
fg = (COVe ey / (0°cx* 07cy) (5)

Donde: CoVepsy) = (0%ciey) - (07cx + 0°cy))/2 (White y Hodge, 1988); 0%ciuy) =
varianza genética de la suma de las dos caracteristicas; GZCXy czcy = varianza
genética correspondiente a cada caracteristica de interés. La aproximacion del
error estandar de las correlaciones genéticas se estimo con el procedimiento

descrito por Robertson (1959).

2.4.6. Respuesta a la seleccion

La respuesta a la seleccion (Rs) fue calculada de acuerdo a Thomas et al.
(1997) con la siguiente ecuacion (6):

Rs= Ds* H?, (6)

Donde: Ds es el diferencial de seleccion y H2C es la heredabilidad en sentido
amplio de la media de clones. El diferencial de seleccion es la media de la

poblacién seleccionada menos la media de la poblacion total.
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La ganancia genética (Gg) de los clones se obtuvo de acuerdo a la ecuacion
(7) (Dean y Stonecypher, 2006) y la ganancia genética en porcentaje con la

ecuacion (8):
Gg =i H% 0% (7) Gg % = (Gg / X) * 100 (8)

Donde: i es intensidad de seleccidn, se utilizé una intensidad del 10 % (i=1.76),
H’. es la heredabilidad en sentido amplio de la media de clones; o’ es la
varianza fenotipica; Gg es la ganancia genética, X es la media poblacional de

una caracteristica.

Considerando que el volumen fue la variable que mayor ganancia genética
tuvo y con el fin de determinar el efecto de seleccionar los mejores clones con
base en la caracteristica que tuvo mayor ganancia genética sobre la ganancia
que se obtendria en las demas variables se determiné la respuesta
correlacionada a la seleccion (CRy) entre clones con la ecuacion (9) (Falconer
y Mackay, 1996):

donde: i es la intensidad de seleccion aplicada a la caracteristica usada como
criterio de seleccion, en éste caso se utilizé una intensidad de seleccion del 10
% (i=1.76), considerando la propagacion masiva de los 4 clones con mejor
desempefio en la caracteristica utilizada para la seleccion. H raiz cuadrada de
la heredabilidad de la caracteristica utilizada como criterio de seleccion, Hy raiz
cuadrada de la heredabilidad en la caracteristica de interés, rgy es la

correlacion genética entre la caracteristica usada como criterio de seleccién y
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la de interés economico (volumen), y opy es la desviacion estandar fenotipica

de la caracteristica de interés.

Este procedimiento se hizo de forma contraria para fines de comparacion, esto
es seleccionar por las demas variables para ver su efecto en la variable que
obtuvo la mayor ganancia genética. Ademas para obtener la respuesta
correlacionada a la seleccion en porcentaje se utilizd la siguiente ecuacion

(20):
CRy %= (( ix H% H% rg0py) / ¥ ) * 100 (10)

Donde: Y es la media de la caracteristica de interés.

2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1. Valores medios de las caracteristicas de crecimiento y respuesta al

ataque de Hypsipyla grandella.

El ensayo clonal a los dos afios presentd una supervivencia del 97 %; de los 15
rametos muertos 10 fueron del clon 85, lo que supone incompatibilidad del
injerto. Los rametos del ensayo tuvieron una altura promedio de 2.86+0.36 m,
un didmetro normal de 2.49+0.23 cm, con un volumen promedio de 0.434+0.09
cm®. Lo gue indica un incremento medio anual (IMA) de 1.56 m de altura, 1.38
cm de didmetro normal y 0.241 cm?® de volumen. Estos clones presentan un
crecimiento superior a un ensayo de procedencias (Sanchez et al., 2003)

realizado en la misma zona y evaluado a los 5 aflos con una tasa de
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crecimiento promedio anual de 1.08 m en altura y a 1.2 cm en diametro. En
Centroamérica en condiciones mas favorables, suelos fértiles y bien drenados,
se han reportado tasas de crecimiento anual de hasta los 3 m en altura'y 4 cm

en diametro (Cintron, 1981).

El indice de conicidad del fuste en el ensayo presentdé un promedio de 0.86,
cercano a la forma cilindrica. Segun Zobel y Talbert (1988) la forma del fuste
tiene un alto control genético. Ademas un fuste cilindrico permite inferir que el
genotipo presenta cierta tolerancia al ataque de H. grandella (Bricefio, 1997).
En cuanto a la vigorosidad del ensayo clonal, el 33.4 % de los rametos
presentaron un vigor adecuado, el 31.2 % fue regular y el 35.4 % un vigor
malo. El promedio de ataques de H. grandella fue de 0.93 con rangos de 0 a 8
ataques por rameto. Cabe destacar que los clones con mejor vigor fueron los
menos atacados, presentando un mayor crecimiento y una mejor respuesta de
rebrotes. Por el contrario los arboles vigor malo fueron los mas atacados y con

el menor crecimiento.

El 23 % de los rametos no presentaron ataques (respuesta 4), es decir
evadieron el ataque. La respuesta mas comun a los ataques de H. grandella
fue la de tipo 2 con el 46 %, esto es, el arbol después de ser atacado genera
varios brotes pero uno toma la dominancia apical. EI 15 % de los rametos
tuvieron la respuesta 3, después del ataque presenté un solo brote apical,
mismo porcentaje que el comportamiento 1, donde el individuo responde con

varios brotes pero ninguno tomé dominancia apical (Cuadro 2.1). Treinta y
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ocho clones presentaron de 1 a 8 rametos sin recibir ataque, dentro de los
cuales los clones 2, 19, 41, 46, 53, 58, 59 y 81 tuvieron al menos el 50 % de

sus rametos sin ataque.

Cuadro 2.1. Respuesta de los rametos de 40 clones superiores de Cedrela

odorata al ataque de Hypsipyla grandella.

Numero Numero
Respuesta* de (%) de de
rametos
rametos clonest
(0) Sin respuesta 4 1 3
(1) Varios brotes sin dominancia apical 71 15 30
(2) Varios brotes pero uno toma dominancia
212 46 39
apical
(3) Un solo brote 71 15 33
(4) Sin ataque 107 23 38
Total 465 100

*\/alores mayores indican mayor tolerancia. 'Con al menos un rameto con

dicha respuesta. Total 40 clones.

El ataque de la larva de H. grandella sobre los brotes de C. odorata se inicia en
los primeros tres afos, principalmente en la temporada de lluvias, ya que es
cuando los arboles producen brotes largos y turgentes (Ward et al., 2008);
segun Newton et al. (1995) a la edad de dos afios se presenta el ataque

maximo y el cedro rojo es mas vulnerable porque su crecimiento depende de
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un solo brote principal. La incidencia de la palomilla tiene una alta
sincronizacion con las lluvias (mayo-septiembre), que coinciden con el
desarrollo de C. odorata, cuando las células de los tejidos se encuentran
saturadas de agua (Bricefio, 1997). Sin embargo, Sliwa y Becker (1973)
menciona que el periodo larval se incrementa en arboles bajo estrés de

humedad.

Para la seleccion y deteccion de los hospederos la hembra adulta de H.
grandella se dispersa en busca del arbol que ofrezca las mejores condiciones
para el desarrollo de la larva (Gara et al.,, 2009). Segun Macias (2001) la
hembra percibe sefiales provenientes del follaje vigoroso que le permite su facil
localizacion para iniciar el proceso de oviposicion, si la calidad de follaje varia
entre rametos de un mismo clon, la estimacion de la heredabilidad por el

ataque no puede ser alta.

2.5.2. Variacion y control genético de las caracteristicas evaluadas

La mayor varianza genética (czc) entre clones fue para la altura, con el 24.7 %
de la varianza fenotipica total, en el caso de la respuesta al ataque aporta el
3.9 %. Algunos autores mencionan que las caracteristicas de crecimiento
aumentan su varianza genética con la edad (Osorio et al., 2001; Ignacio et al.,
2005). Las variables de crecimiento presentaron un control genético alto,
aungque poco mayor para la altura que para el diametro normal y el volumen
(Cuadro 2.2). Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Sanchez et

al. (2003), mientras que en un ensayo clonal en Cuba se encontraron valores
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de heredabilidad en sentido amplio de 0.85 y 0.62 para altura y diametro,
respectivamente, y fueron considerados los primeros parametros genéticos
sobre la especie (Lahera et al., 1994). Para el vigor se encontré un control
genético alto (Hzc:0.77) seguido del indice de conicidad que también presenta
un control genético moderado. La respuesta al ataque de H. grandella presento

un control genético relativamente reducido (HZC =0.32).

Cuadro 2.2. Componentes de varianza de clones (020), del error (oze) y
fenotipica total (Uzp) y valores de heredabilidad de rametos (Hzi)
y de las medias de clones (Hzc) para caracteristicas de
crecimiento y resistencia a Hypsipyla grandella en un ensayo

clonal de Cedrela odorata de dos afios de edad.

Caracteristicas Media o’c o’ o’p H%  H%

Diametro Normal (cm) 2.49+0.23 0.2338 0.9819 1.2157 0.19 0.74
Altura (m) 2.86+0.36 0.2476 0.6965 0.9441 0.26 0.81
Volumen (cm®) 0.434+0.09 0.2219 0.9452 1.1671 0.19 0.74
indice de Conicidad 0.86+0.11 0.0005 0.0048 0.0053 0.10 0.57
Vigor 1.98+0.19 0.1531 0.5432 0.6963 0.22 0.77
Promedio de Ataques  0.93+0.10 0.0324 0.8442 0.8766 0.04 0.31

Respuesta al Ataque 2.44+0.21 0.0396 1.0048 1.0444 0.04 0.32
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La seleccién con base en los valores promedio de los clones puede ser muy
eficiente, incluso en edades tempranas, por ejemplo en un ensayo de
Eucalyptus urophylla la heredabilidad de clones fue mayor de dos veces que la
heredabilidad de rametos a 1, 2 y 3 afios de edad (Ilgnacio et al., 2005). Sin
embargo Johnson et al. (1997) indica que los valores de heredabilidad para la
altura y el diametro normal son mas inestables en edades juveniles, ya que en

evaluaciones posteriores en algunos casos aumentan y en otros disminuyen.

2.5.3. Correlaciones genéticas y fenotipicas entre caracteristicas

Las correlaciones genéticas (rg) fueron mayores que las correlaciones
fenotipicas (rp) (Cuadro 2.3), lo cual es consistente con los resultados
obtenidos por Sanchez et al. (2003) y en otras especies forestales (Ignacio et
al., 2005). Para las caracteristicas de crecimiento a los dos afios resultaron
muy altas y positivas (rg 2 0.96). Esto muestra que estas variables estan
estrechamente relacionadas entre si, debido a que son interdependientes. Los
datos indican que si se selecciona con base en altura o diametro también se
obtendra una respuesta correlacionada elevada en volumen. Estas
caracteristicas también mostraron correlaciones positivas fuertes con el indice
de conicidad y con el vigor (rqy 20.66). Esto implica que al seleccionar clones
con mayor crecimiento presentaran progenie con mayor vigor y una forma mas

cilindrica de la primera troza.
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La respuesta de los clones al ataque de H. grandella tiene una correlacion
fenotipica positiva aunque baja con el indice de conicidad, altura, volumen y
vigor. Esto implica que hay clones que tienen respuesta deseable como la
reparacion del area dafada y la rapida reposicion de la dominancia apical al
crecer y generar crecimiento. La correlacion genotipica indica que la seleccion
de arboles con mejor respuesta a los ataques, generara progenie con buenos
crecimientos y sobre todo con fustes de mejor calidad. En cuanto a la
correlacion genética entre la respuesta y la incidencia de ataques, presenta
una correlacibn negativa alta, que al seleccionar materiales con mejor
respuesta los materiales propagados tendran menos ataques. Las
correlaciones genéticas negativas indican que progenitores de mayor altura y
mejor conicidad tendran progenies con menor namero de ataques, ya sea por

mecanismo de evasidn y por antixenosis (Sanchez et al., 2003).
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Cuadro 2.3. Correlaciones genéticas (por debajo de la diagonal) y fenotipicas
(por encima de la diagonal) de las variables evaluadas en un

ensayo clonal de Cedrela odorata.

Caracteristica DN Altura Volumen IC Vigor ATAQ RESP
Diametro normal (DN) * 0.89 092 0.29 0.68 -0.10 0.20
Altura (H) 096 * 0.87 055 0.77 -0.10 0.29
Volumen (VOL) 0.99 0.97 * 0.31 0.60 -0.14 0.22
indice de conicidad (IC) 0.94 0.66 0.97 * 044 -0.19 0.36
Vigor (VIG) 0.96 0.99 099 089 * -0.12 0.35

Promedio de ataques (ATAQ) -0.14 -0.29 -0.30 -0.49 -0.35 * -0.33

Respuesta al ataque (RESP) 0.05 0.34 0.27 0.57 0.18 -0.89 *

2.5.4. Respuesta esperada a la seleccion

Los valores obtenidos con los mejores cuatro clones de C. odorata (10 % de
intensidad de seleccién) se muestran en el Cuadro 2.4. Los clones 58, 91, 2 y
132 tuvieron la mejor respuesta para el volumen. Sin embargo, los clones 46,
53, 115 y 43 presentaron la mejor respuesta ante el ataque de H. grandella.
Los clones 19, 46 y 58 son los que presentaron mejor vigor y ademas fueron
los que tuvieron menores ataques en promedio; esto indica que los clones mas
vigorosos fueron menos atacados y los clones menos atacados fueron los que
presentaron la mayor altura, pero no el mayor diametro del fuste, ni el mejor

volumen.
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Cuadro 2.4. Valores promedio de cada variable evaluada en los mejores

cuatro clones de Cedrela odorata con intensidad de seleccion

del 10 %.
C DN C H C voLecm® C IC C VIG C ATAQ C RESP
58 3.57 58 4.03 58 0.981 43 093 19 2.83 46 0.33 46 35
91 3.50 46 3.86 13 0.891 91 091 46 283 58 0.5 53 3
2 347 19 3.65 91 0.881 19 091 52 266 41 0.5 115 291
13 3.20 91 3.58 2 0.793 76 090 58 2.66 19 0.58 43 281
X 343 3.785 0.890 0.91 2.75 0.47 3.05

C: Clon; DN: Diametro normal; H: Altura; VOL: Volumen:; IC: indice de
conicidad; VIG: Vigor; ATAQ: Promedio de ataques; y RESP: Respuesta al

ataque; X: promedio.

2.5.5. Ganancia genética

En la variable volumen se obtiene 2.3 veces mas ganancia que en la variable
diametro normal y 3.1 veces mayor que la de altura. Ademas es mayor en mas
de 6 veces que la ganancia genética en respuesta al ataque (Cuadro 2.5). Si
estos resultados se comparan con otros de ésta misma especie encontramos
que son mayores a los encontrados por Sanchez et al. (2003), pero se tiene
que tomar en cuenta que en ese trabajo se utilizaron familias de medios

hermanos y la intensidad de seleccion fue menor.
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Cuadro 2.5. Media general, diferencial de seleccion, respuesta a la seleccién y

ganancia genética de los cuatro mejores clones de Cedrela

odorata en las variables evaluadas.

Variable X Xs Ds H. Rs o’ GG GG (%)
Diametro normal (cm) 249 343 094 0.74 06956 1.2157 15833 635
Altura (m) 286 378 092 0.81 07452 0.9441 1.3459  47.0
Volumen (cm®) 0.434 0.890 0.456 0.74 0.3328 1.1671 1.5200 350.2
indice de conicidad 086 091 005 057 0.0285 0.0053 0.0053 0.62
Vigor 1.98 275 077 0.77 05929 0.6963 0.9436  47.6
Promedio de ataques 093 047 -0.46 0.31 -0.1426 0.8766 0.4782 51.4
Respuesta al ataque 244 305 061 0.32 01952 1.0444 05882 24.1

X: Promedio de toda la poblacién; Xs: Promedio de la poblacién seleccionada; Ds:

Diferencial de seleccion; Hc: Heredabilidad en sentido amplio de la media de clones;

Rs: Respuesta a la seleccion; o°s: Varianza fenotipica y GG: Ganancia genética.

Con el uso de los 4 mejores clones en volumen, se obtendra una ganancia

genética de 350.2 %, mientras que si se usan los 4 mejores clones en

respuesta al ataque de H. grandella, la ganancia genética seria de 24.1 % en

la respuesta al ataque. La menor ganancia genética se obtiene con el indice de

conicidad, pero es por su baja heredabilidad, y al tipo de variable, ya que el

valor maximo posible es 1.00, y ahora se encuentra cerca de ese valor, por lo

gue avanzar en el valor medio es dificil (Lopez-Upton et al., 1999). La principal

limitante para el establecimiento de plantaciones comerciales es el ataque de

H. grandella, que afecta hasta el 100 % de la plantacién y provoca el aumento
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de los costos y en muchos casos el abandono total de la plantacion (Cornelius
y Watt, 2003), por lo que seleccionar dichos clones ya sea por menos ataques,
mecanismos de evasion, o con mejor respuesta después del ataque,

tolerancia, producira beneficios tangibles.

2.5.6. Seleccién indirecta

La mayor ganancia genética directa se obtiene con el volumen, la cual es la
variable mas importante desde el punto de vista econdmico. Pero si se
selecciona con otra variable distinta tenemos menor ganancia genética para
este caracter en las siguientes generaciones, la mejor es el vigor, debido a su
mayor H% (Cuadro 2.6). Si seleccionamos los clones con mejor respuesta al
ataque de H. grandella se tiene solo una ganancia genética del 63 % en
volumen. Esto puede implicar que el arbol invierte mucha energia en
mecanismos para la tolerancia al ataque de la plaga en detrimento de su
crecimiento. Esta pérdida en volumen si solo se usara seleccionar por menos
ataques es debido a la baja heredabilidad de esta ultima variable y su baja
correlacion genética con el volumen. Por otro lado, el insecto prefiere arboles
con follaje vigoroso (Macias, 2001), lo que debe asociarse a un mayor

volumen.

Desde un punto de vista operativo es mucho mas sencillo, rapido y econémico
medir el diametro normal que la altura y en general que cualquier otra
caracteristica, pero no se recomienda utilizar solo el didmetro como Unico
factor de seleccion, ya que seleccionar por el didmetro normal solo mejora el

volumen en 113 % contra el 350 % de usar el volumen.
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Cuadro 2.6. Ganancia genética para el volumen si se seleccionan clones con

otra variable distinta a volumen. La base es la ganancia genética

en volumen de 0.434 a 1.520 cm® (350.2 %) al usar volumen

como criterio de seleccién.

Ganancia para el

Ganancia para las demas

Volumen variables
Variable de Seleccion indirecta Seleccion Seleccion
seleccion por las otras directa indirecta por
variables volumen
cm’ (%) (%) (%)
Diametro Normal 1.2945 298.3 1.5833 63.5 1.3211 53.1
Altura 1.2807 295.1 1.3459 47.0 1.1518 40.3
indice de conicidad 1.1978 276.0 0.0053 0.62 0.0807 9.4
Vigor 1.4209 327.4 0.9436 47.6 1.0975 554
Ataques totales 0.2732 62.9 0.4782 514 0.2368 25.5
Respuesta al ataque 0.2498 57.6 0.5882 24.1 0.2363 9.7

Seleccionar por volumen reduce escasamente la ganancia por altura y

diametro y mejoraria la conicidad y vigor del arbol. Sin embargo, se reduce la

ganancia a la mitad en el nimero de ataques, esto es en los mecanismos de

evasion, aunque también hay ataques fortuitos, ya que el viento puede

modificar la direccién de los ataques y la cercania a arboles ya atacados,

igualmente.

36



2.5.7. Implicaciones para el mejoramiento genético

La magnitud de la heredabilidad encontrada en esta poblacién revelé una
situacion favorable para la seleccion de clones de C. odorata, que podria
resultar en ganancias genéticas importantes si éste material seleccionado
fuera usado en plantaciones comerciales (Mora et al., 2008). Los valores de
heredabilidad obtenidos en un dnico sitio son utiles para entender la
arquitectura genética de la poblacion de mejoramiento, al estudiar su
variabilidad y respuesta a la seleccion en condiciones ambientales especificas
(Zamudio et al., 2002). Con los mejores clones en la caracteristica de volumen
se tiene una ganancia genética de 350.2 % y en la respuesta al ataque de H.
grandella se obtuvo una ganancia genética del 24.1 %. Estos materiales
genéticos representan una alternativa para utilizarlos en plantaciones

comerciales para la zona de Tezonapa, Veracruz.

En la seleccion de clones con base en cualquier caracteristica de crecimiento
para aumentar la produccion de madera a esta edad, también se obtiene una
mejor respuesta al ataque de H. grandella. El principal beneficio de la seleccion
temprana al incorporar informacioén genética en C. odorata, es que en la etapa
critica del ataque del barrenador se puede contar con genotipos tolerantes con
buena respuesta al ataque y buenos crecimiento maderables. El uso de
genotipos tolerantes de C. odorata es la estrategia mas prometedora para el
control del barrenador de brotes y yemas, pero también es adecuado un
manejo integrado de la plaga y la implementacion de técnicas silvicolas para
promover el desarrollo vigoroso de la plantacién. De hecho un mayor volumen

es muestra de mayor resistencia a los ataques asi como adaptacién al sitio de
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crecimiento. Es necesario establecer ensayos genéticos de los clones en otras
zonas del Estado de Veracruz para identificar el efecto de la interaccion
genotipo por ambiente entre las caracteristicas evaluadas, y determinar si los
mejores clones en un sitio son los mejores en todos los otros, y con esto

recomendar su uso amplio en plantaciones comerciales.

2.6. CONCLUSIONES

La heredabilidad de medias de clones de las caracteristicas dasométricas son
altas y es mayor en altura (H2c =81). Mientras que la heredabilidad de la
respuesta al ataque de H, grandella fue baja (Hzc =32). Las correlaciones
genéticas para las caracteristicas de crecimiento a los dos afios resultaron muy
altas y positivas (rq 2 0.96). Utilizando los 4 mejores clones por volumen (10 %
de intensidad de seleccién), se obtiene una ganancia genética de 350 % para
el volumen y de 9.7 % para la respuesta al atague de H. grandella. Se
identificaron clones de C. odorata con elevada prediccién de su valor genético
para diversas caracteristicas econdmicas, lo que justifica que se incorporen al

proceso de seleccidn genética de la especie.
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CAPITULO III

ENRAIZAMIENTO DE ACODOS EN CONTENEDOR PARA ELIMINAR EL
USO DEL PATRON EN INJERTOS DE Cedrela odorata L.

3.1. RESUMEN
La técnica mas utilizada para clonar genotipos de interés de Cedrela odorata L.
es por medio de injerto, aunque tiene el inconveniente de que el uso de un
patron no sobresaliente reduce la ganancia genética. Para eliminar este
fendbmeno se realizaron acodos en contendedor en plantas injertadas y
crecidas en el vivero del Campo Experimental El Palmar en Tezonapa, Ver.
Para establecer los acodos, se probaron dos tipos de anillado: 1) anillado
completo, mediante la eliminacion de 20 mm de corteza de la porcién superior
del sellado del injerto, y 2) medio anillado, donde se dejé un puente de corteza
en la region del corte para el libre flujo de fotoasimilados; y cuatro
concentraciones de acido indolbutirico (AIB): 1) 0.0, 2) 1,000, 3) 3,000 y 4)
10,000 mg L™. Después la regién anillada fue cubierta con sustrato sostenido
mediante tubos de PVC colocados alrededor del tallo. El experimento tuvo un
disefio completamente al azar con 20 repeticiones. La evaluacion se realiz6 a
los 90 dias. Los tratamientos de anillado completo con 10,000 y 1,000 mg L™
de AIB fueron estadisticamente superiores a los demas tratamientos y
promovieron un mayor porcentaje (90 %) de acodos enraizados, ademas de la
mayor formacion en cantidad y longitud de raices de primer y segundo orden.

Con la técnica de acodo en contendor es posible eliminar el uso del patron.

Palabras clave: Propagacion, cedro rojo, clonacion, anillado completo,

auxinas.
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LAYERING ROOTING CONTAINER TO ELIMINATE THE USE OF
ROOTSTOCK IN GRAFTS OF Cedrela odorata L.

3.2. ABSTRACT

Grafting is the most used technics to clone outstanding genotypes of Cedrela
odorata L.; however, It has the disadvantage that the not use of the best
rootstock reduced genetic gain. In this study, to try to eliminate the rootstock
from the grafting, an experiment was performed with layering contender in
grafted plants grown in the nursery of the Experimental Station in ElI Palmar
Tezonapa, Veracruz. To set the layers, two types of banding were tested: 1) full
banding, by removing bark 20 mm sealing the upper portion of the graft, and 2)
the banding, where a bridge bark left in the cutting region for the free flow of
photoassimilates; and four concentrations of indole butyric acid (AIB): 1) 0.0, 2)
1,000 3) 3,000 4) 10,000 mg L™. After the banded region was covered with
substrate held by PVC tubes placed around the stem. The experiment had a
completely randomized design with 20 repetitions. The evaluation was
performed at 90 days. Treatments full ringed with 10,000 and 1,000 mg L™ of
AIB were statistically superior to the other treatments and promoted a higher
percentage (90 %) of layering rooted, as well as training in number and length
of roots of first and second order. With the technique of layering in container, it

is possible to eliminate the rootstock.

Key words: Propagation, red cedar, cloning, full ringed, auxins.
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3.3. INTRODUCCION

Cuando se tiene un genotipo de interés y el objetivo es conservar las
caracteristicas deseadas, la reproducciéon por semilla no es la adecuada (Iggen
et al., 2006; Owens et al., 2008; Beck, 2012). Es mas conveniente utilizar la
propagacion vegetativa, ya que con eso aseguramos una copia idéntica del
arbol seleccionado, transfiriendo todo su potencial genético (Pefia et al., 2010;

Ikegami et al., 2012; Aparicio et al., 2014).

El injerto es una técnica de propagacion vegetativa (Cardenas et al., 2010;
Vacek et al., 2012) que consiste en unir el genotipo de interés con otro distinto
llamado patrén o portainjerto, que por lo regular se originan por semilla (Pina y
Errea, 2005; Pina et al., 2012). Tener dos genotipos en una sola planta puede
ser una ventaja, ya que se puede utilizar un portainjerto resistente a problemas
edaficos y sobre éste el injerto de un genotipo productivo (Marquez et al., 2007;
Venturini y Lopez 2010). Sin embargo, la unién de dos genotipos diferentes
puede presentar alteracion en la expresion de las caracteristicas deseables y
reducir la ganancia genética (Pérez et al., 2002), ademas de generar
heterogeneidad entre los rametos de un clon debido al portainjerto (Darrouy et
al., 2010). En especies arbdéreas no se han desarrollado plantas patron que
sean Optimas para evitar el rechazo por incompatibilidad (Darikova et al., 2011;
Jayawickrama et al., 2011). Lo que pueden generar efectos negativos sobre la
vigorosidad natural de la pua, tamafio de planta, rendimiento de frutos, el

namero de estomas, contenido nutricional de las hojas, floracion, maduracién
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de frutos, resistencia o sensibilidad a plagas y enfermedades o bien la muerte

del clon (Pérez, 2004; Casierra y Guzman, 2009; Garcia et al., 2010).

Para eliminar todos los efectos negativos del portainjerto y tener uniformidad
genética de los clones resultantes se puede eliminar el portainjerto por medio
de un acodo modificado (Alves et al., 1999). Esta técnica se desarroll6 por
Frolich y Platt (1971) para la propagacion de aguacate. La técnica de acodo en
contenedor, consiste en que una vez que el genotipo ha sido propagado por
injerto, se realiza un acodo por arriba de donde se realizo el injerto (Maynard y
Bassuk, 1996; Salazar et al., 2004; Darrouy et al., 2010). La parte acodada
dispone de nutrimentos durante todo el periodo de enraizamiento y se evita

estrés hidrico por ausencia de raices (Dutra et al., 2012).

Es necesario que el injerto se realice lo mas bajo posible, cercano al sustrato,
dejando poco espacio entre el cuello de la planta y la zona donde se realiza el
corte y se hace la aplicacién de auxinas. Lo anterior facilita colocar el sustrato
gue servira de anclaje a las nuevas raices. La capacidad que tiene una especie
de formar raices adventicias puede ser alterada por la accién de reguladores
de crecimiento y la obstruccion del flujo de fotoasimilados (Hartmann y Kester,

2001).

Es posible eliminar el patrén con un acodo en contenedor y rescatar el
genotipo seleccionado en el injerto y mantener la ganancia genética. Para
evitar los posibles efectos negativos del patron, el objetivo del presente estudio

fue excluir el uso de una planta patrén por medio de acodos en contenedor,
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analizando el efecto del tipo de anillado y la concentracion de AIB en el

enraizamiento del acodo.

3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Localizacion

El ensayo se establecié en el vivero del Campo Experimental EI Palmar (18°
32° LN, 96° 47° L.O., altitud de 180 m) del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), localizado en el
Municipio de Tezonapa, Veracruz; donde el clima es calido himedo con lluvias
en verano, precipitacion media de 2,888 mm anuales y temperatura media

anual de 24.4 °C (Sanchez y Velazquez, 1998; Sanchez et al., 2003).

3.4.2. Material vegetal

Para la obtencion de los portainjertos se sembraron semillas provenientes de
un huerto semillero del C.E. El Palmar en contenedores de plastico de 1 I. El
sustrato utilizado fue una mezcla de cachaza de cafia de azucar y cascabillo de
café, previamente composteados, en proporciones de 3:1, respectivamente.
Cuando las plantas tuvieron seis meses de edad y alcanzaron un diametro
superior a los 2 cm fueron injertadas, a través de injertos de yema; yemas
procedentes de material seleccionado (clon 91) del banco clonal del mismo
Campo Experimental. Después de seis meses del injertado, 160 plantas fueron

trasplantadas a bolsas de polietileno de 5 kg, con el mismo sustrato.
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Se realizaron anillados por encima del injerto con dos tipos de corte: anillado
completo y medio anillado (Alves et al., 1999), cada uno sobre 80 plantas. Para
el anillado completo, una seccion de corteza de 20 mm de longitud alrededor
del tallo, ubicada 10 cm por encima del sellado del injerto, fue eliminada con
una navaja evitando cortar o dafar el injerto; mientras que para el corte de
medio anillado se us6 el mismo procedimiento que el anterior, pero dejando
“puentes” de corteza para el libre flujo de fotoasimilados (Figura 3.1) (Hansen y
Pal, 2003). Enseguida, se aplicaron varias dosis de auxinas en la parte libre de
corteza. La auxina aplicada fue el acido indolbutirico (AIB) en polvo en
concentraciones de 0, 1,000, 3,000 y 10,000 mg L™; para el control se utiliz
talco industrial. La aplicacion de la auxina fue puesta manualmente utilizando

guantes de latex.

Figura 3.1. A) Tipos de corte: a) medio anillado, b) anillado completo; y
aplicacion de auxinas. B) colocacion de tubo PVC. C) llenado de

tubo PVC con sustrato. D) poda de acodos en contenedor.
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Después, se coloco un tubo de PVC de 20 cm de largo y 7.5 cm de diametro
sobre el sustrato del contenedor (Figura 3.1). Finalmente, el tubo de PVC fue
llenado con sustrato para cubrir el anillado provisto de auxina. Las 160 plantas
se mantuvieron en el vivero, donde la humedad adecuada fue mantenida
mediante riegos programados. A los dos meses cuando se observo presencia
de raices en los acodos, se procedi6 a realizar una poda de la parte aérea del
injerto para evitar el desbalance con la parte nueva radicular (Hamann, 1998)
(Figura 3.1). Esta consistio en dejar el tallo en 10 cm de altura, al cual se aplico

fungicida para evitar el ataque de patégenos.

3.4.3. Variables por evaluar

A los 90 dias de establecidos los acodos, se registro el porcentaje de acodos
enraizados, el numero y longitud de raices de primer y segundo orden. Para
conocer su capacidad de establecimiento y determinar la supervivencia,
después de la evaluacién del enraizamiento, los acodos en contenedor que
lograron formar raices fueron transplantados en bolsas de polietileno de 5 kg,

usando la misma mezcla de sustratos del experimento.

3.4.4. Disefio y analisis experimental

El experimento tuvo un disefio completamente al azar, con arreglo factorial 2x4
(dos tipos de cortes y cuatro concentraciones de auxina) con 20 repeticiones.
Los datos registrados no cumplieron con los supuestos de normalidad, por lo
que previo al andlisis de varianza la variable porcentaje (Y) de acodos

enraizados fue transformada con la funcién arcoseno de la raiz cuadrada del
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valor original expresado en fraccion decimal [T=arcoseno(\Y)] (Mufioz et al.,
2009). La variable de conteo (Y), numero de raices fue transformada con la
funcién logaritmo, [T=log10(Y)]. Posteriormente los valores promedio fueron re-
transformados a las unidades originales, con la funcion [Y=100 senoZ(T)] para
la variable porcentaje y con la funcién [Y:10T] para la variable de conteo. Se
realiz6 una comparacion multiple de medias de Tuckey (p<0.05). Los analisis
se realizaron con el programa estadistico SAS para computadora personal

(SAS, 2004). Cada acodo se consideré como la unidad experimental.

De acuerdo con el disefio experimental, para el analisis se utilizé el modelo
lineal siguiente (1):

Yix=H + Ci + Dj + CDj + &i 1)

Donde: Yjx= variable respuesta del i-ésimo tipo de corte, con la j-ésima dosis
de AIB en la k-ésima repeticidén (planta); 4 = media general; C; = efecto fijo del
i-esimo tipo de corte (anillado y medio anillado); D; = efecto fijo de la j-ésima
dosis de AIB (0, 1,000, 3,000 y 10,000 mg L™); CD; = efecto fijo de la
interaccion entre el i-ésimo tipo de corte y de la j-ésima dosis de AIB y gjx =
error aleatorio correspondiente a la observacion Yijx. Con este modelo se
obtuvieron los estimadores de varianza y del error para cada caracteristica de

interés.
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3.5. RESULTADOS

El tipo de corte, la dosis de AIB y la interaccion de ambos tuvieron un efecto
significativo (p<0.05) en el enraizamiento y morfologia de la raiz de los acodos

establecidos (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Valor de P del analisis de varianza para las variables evaluadas

en el enraizamiento de acodos en contenedor de Cedrela odorata

L.
Fuente de Acodos Numero de raices Longitud de raices
variacion enraizados (%) primarias secundarias primarias secundarias
Tipo de corte 0.0000** 0.0000** 0.0000** 0.0000** 0.0000**
Dosis de AIB 0.0016** 0.3436 0.0091** 0.0034** 0.0006**
Corte x dosis 0.0434** 0.0113** 0.0402** 0.0195** 0.0104**

** Con diferencias significativas (P<0.05).

3.5.1. Enraizamiento por tipo de corte

Con la técnica de anillado completo se generé significativamente (p<0.05)
mayor porcentaje de enraizamiento, siendo superior en mas del 60 % que con
el uso de medio anillado. En la produccion de raices de primer y segundo
orden presentd tres veces mayor numero y longitud que el observado en el

medio anillado (Cuadro 3.2).
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Cuadro 3.2. Valores medio y error estandar de las variables evaluadas para
determinar el efecto del tipo de corte en el enraizamiento de

acodos en contenedor del clon 91 de Cedrela odorata L.

Tipo de Acodos NuUmero de raices Longitud de raices (cm)
corte enraizados (%) primarias secundarias primarias  secundarias
MA 5.0+2.2 b 5.13+0.56 b 3.43+1.88 b 5.84+3.72b  0.21+0.09 b
AC 67.5+4.7 a 13.38#5.74a  11.80+1.26a  15.11+253a  2.58+0.94 a
Promedio 36.250 9.255 7.615 10.475 1.395
CV (%) 10.2 15.8 14.9 16.4 14.4
Valor de F 57.08 47.73 44.15 28.29 34.79

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05).

MA: medio anillado, AC: anillado completo, CV: coeficiente de variacion.

3.5.2. Enraizamiento por dosis de AIB

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en el porcentaje de acodos
enraizados entre las diferentes concentraciones de AIB. En el caso de acodos
sin auxinas se obtuvo el 15 % de enraizamiento, mientras que acodos con
auxinas se incrementa el enraizado en una proporcion de 3 a 1 (Cuadro 3.3).
La concentracién mas alta (10,000 mg L™) resultd significativamente superior
en el enraizamiento de acodos en contenedor hasta en un 25 % que las
concentraciones menores. Con las concentraciones de 1,000 y 3,000 mg L™ se

obtiene menos de 50 % de acodos enraizados.
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Cuadro 3.3. Valores medio y error estandar de las variables evaluadas en el

enraizamiento de acodos en contenedor segun la dosis de AIB

aplicado al clon 91 de Cedrela odorata L.

Dosis Acodos Numero de raices Longitud de raices (cm)
(mg L") enraizados (%) primarias  secundaria primarias  secundarias
0 15+3.7b 495+2.75a 2.25+1.62b 2.45+£1.21 b 0.45+0.15b
1,000 45 +5.1 ab 8.00+3.06 a 7.10+x1.50a 10.75t2.52a 1.95+0.31a
3,000 30+£10.7 ab 4.20+3.49a 3.85+1.67b 7.25£2.29 a 1.05+0.78 ab
10,000 55+5.1a 9.85+2.55a 9.80+2.84a 11.45+2.86a 2.13+0.12a
Promedio 36.25 6.75 5.75 7.975 1.395
CV (%) 12.9 19.2 16.7 14.1 13.5
Valor F 2.8 1.83 2.59 2.65 3.45

Medias con una misma letra no son significativamente diferentes (p>0.05).

CV: coeficiente de variacion.

3.5.3. Enraizamiento por la interaccién tipo de corte y dosis de AIB

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en el porcentaje de acodos
enraizados como efecto de la interaccidén del tipo de corte y la aplicacion de
auxinas. Los mejores porcentajes de enraizamiento fueron con anillado
completo y las dosis de 1,000 y 10,000 mg L™ con un 90 % del enraizamiento
(Cuadro 3.4). Mientras que el anillado completo y 3,000 mg L™ se obtuvo un 60
%. En el caso de no aplicar auxinas, el anillado completo promueve el 30 % del
enraizamiento. El medio anillado y la concentracion de 10,000 mg L™ de AIB
favorecieron la aparicion de raices adventicias, aunque su efecto solo fue de

20 %.

55



Cuadro 3.4. Valores medios y error estdndar de la variables evaluadas para

determinar el efecto del tipo de corte y la aplicacion de dosis de

AlIB en acodos en contenedor del clon 91 de Cedrela odorata L.

Tratamiento Acodos

NUmero de raices

Longitud de raices (cm)

Corte+dosis enraizados (%) primarias secundarias  primarias  secundarias
MA+0 Oc 0.0c 00c 00c 0.0c
MA+1000 Oc 0.0c 0.0c 00c 0.0c
MA+3000 Oc 0.0c 0.0c 0.0c 0.0c
MA+10000 20+6.2 c 0.5£0.3 c 1.7+0.6 c 3.3tl.1c 0.8+0.4 bc
AC+0 30+4.8 c 9.9+1.7b 45+1.4b 49+1.3cC 0.9+0.5 bc
AC+1000 90+3.2 a 16.0+2.8 a 14.2+2.0 a 21.5£1.6 a 3.9+1.7 a
AC+3000 60+5.2 b 8.4+29 b 7.7+1.8 b 145+1.2 b 2.1+1.1 ab
AC+10000 90+3.2 a 19.2+1.3 a 17.9+3.8 a 19.5+2.4 a 3.4+t16a
Promedio 58 10.8 9.2 12.74 2.22
CV (%) 9.1 16.4 12.8 10.3 9.9
Valor F 13.78 4.96 8.84 12.14 12.88

Medias con una misma letra no son significativamente diferentes (p>0.05).

MA: medio anillado, AC: anillado completo, CV: coeficiente de variacion.

Después de que se obtuvieron los acodos y que fueron trasplantados, durante

seis meses de seguimiento no se presentaron problemas sanitarios ni

sintomas de estrés. Obteniéndose 100 % de supervivencia.
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3.6. DISCUSION

3.6.1. Enraizamiento por tipo de corte

Los resultados indican que el anillado completo tiene mayor efectividad que el
medio anillado. Hartmann y Kester (2001) sefialan que el anillado constituye el
primer paso para realizar un acodo y con él se estimula la iniciacion radicular.
Esto podria explicarse por una mejor absorcién de AIB por parte del cambium,
al eliminar parte de la corteza. El anillado ocasiona una obstruccion temporal
del flujo descendente de fotoasimilados (Alves et al., 1999), lo que facilita el
aumento del nivel de auxina natural encima del anillado y de algunos
metabolitos que son transportados por el floema como el acido indolacético
(AIA), el almiddén y cofactores de enraizamiento que favorecen la formacion de

raices adventicias.

Segun Stolz y Hess (1966) el anillado mejora la capacidad para formar raices;
donde el mayor componente que aumenta en los tejidos por arriba del anillado
son los carbohidratos. Ademas, la mayor habilidad de enraizamiento puede
deberse a una acumulacion de sustancias promotoras del enraizamiento 0 sus
precursores, asi como a una proliferacion de células parenquimatosas sobre el
anillado, capaces de aumentar la cantidad de raices o formar nuevas raices
por acodo. Sin embargo, el medio anillado, aunque éste no interrumpié la
circulacion de los fotoasimilados, probablemente tampoco favorecio la
acumulacion de metabolitos promotores de rizogénesis, por lo que el

enraizamiento fue menor.
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3.6.2. Enraizamiento por dosis de AIB

El AIB fue un factor importante en la induccion de raices adventicias, ya que en
presencia de esta hormona el nUmero de acodos enraizados se incremento
significativamente respecto a los tratamientos sin AIB. Varios trabajos han
sefalado que el AIB es la mejor auxina para trabajos de enraizamiento (Ruiz et
al., 2005; Hunt et al., 2011). Bastin (1966) sefala que durante el proceso de
enraizamiento el AIB puede aumentar la biosintesis de compuestos fendlicos,
lo que fue ratificado por Tustin (1974), quien sugiere que la aplicacion de
auxina sintética no actia como auxina sino como protector del acido
indolacético (AIA) enddgeno y lo dirige a la formacion de ciertos compuestos
usados en la formacién de raices. Por tanto, para incrementar el enraizamiento
es necesario contar con auxinas enddégenas; segun Amri et al. (2010) éstas
son indispensables para estimular la formacion de raices. Estas son
sintetizadas en las partes aéreas de la planta o en los &pices de las raices
primarias y secundarias y aunque estan presentes de forma natural, en
especies de dificil propagacion, como es el caso del cedro rojo, es necesario
aplicarlas exdgenamente y probar diferentes concentraciones para definir la

optima (Ljung et al., 2005).

En este estudio, las concentraciones altas de auxinas favorecieron el mayor
namero de acodos enraizados en contenedor de cedro rojo, y esto puede
deberse a que la cantidad de auxina enddégena no es suficiente para promover
el proceso de rizogénesis. Algunas especies requieren alta concentracion de
auxina para estimular la formacion de raices adventicias (Gorter, 1962;

Sanchez et al.,, 2009). Otro aspecto a considerar en la respuesta a la
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concentracion de AIB es la importancia de la vitalidad de la planta madre, ya
que entre mas vigorosa sea mayor facilidad de enraizar usando
concentraciones bajas de AIB. Hartmann y Kester (2001) mencionan que la
nutricion es determinante para el desarrollo radicular, ya que la divisidon celular
requiere mayor consumo de energia y existe una relacion directa entre el
contenido de carbohidratos y el enraizamiento. Por lo que es necesario evaluar
la relacion de la fertilizacion en el vigor y su efecto en la inducciéon de raices

adventicias.

3.6.3. Enraizamiento por la interaccion tipo de corte y dosis de AIB

La interaccion del anillado completo y la aplicacion de diferentes dosis de AIB
favorecio el enraizamiento, el efecto de ésta interaccion puede estar asociado
a que el anillado promueve la acumulacion de sustancias promotoras del
enraizamiento, mientras que la adicién exdégena de auxinas potencia tal efecto.
Ademas, una planta vigorosa pondra a disposicion los carbohidratos
necesarios, y el ambiental dara los estimulos necesario para iniciar el proceso

de rizogénesis (Amissah y Bassuk, 2004).

Mantovani et al. (2010) menciona que la aplicacion de reguladores de
crecimiento, especialmente el acido indolbutirico (AIB) y el anillado de la
corteza, mejoran significativamente el enraizamiento. EI AIB aumenta la
actividad de las enzimas hidroliticas que actlan sobre la mayor cantidad de
carbohidratos acumulados sobre el anillado (Vietez y Vietez 1980); ademas,
como se sefalé anteriormente, éste probablemente actué como protector del

acido indolacético (AlA) enddgeno (Stolz y Hess, 1966; Tustin, 1974). Por lo
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tanto, la interaccion del anillado completo y la aplicacion de AIB resulto ser el
mejor tratamiento para enraizar acodos en contenedor de cedro rojo y
concuerda con lo reportado para otras especies de dificil enraizamiento como

el aguacate (Alvez et al., 1999).

3.7. CONCLUSIONES

El acodo en contenedor de C. odorata tiene mayor éxito de ser enraizado con
el anillado completo. La aplicacion exdégena de AIB, amplifica la respuesta en
produccion y morfologia de raiz del acodo en contenedor. Eliminar el
portainjerto mediante la técnica de acodo en contenedor en C. odorata es

posible.
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CAPITULO IV

EFECTO DEL SUSTRATO, EL TIPO DE ESTACAY ACIDO INDOLBUTIRICO
(AIB) SOBRE LA CAPACIDAD DE ENRAIZADO DE ESTACAS JUVENILES
DE Cedrela odorata L.

4.1. RESUMEN

Para el establecimiento de plantaciones clonales de Cedrela odorata L. se
requiere la propagacion vegetativa de forma masiva y econdomica. El
enraizamiento de estacas cubre estos requerimientos, por lo que es necesario
desarrollar protocolos para ello. Se evaluaron dos tipo de sustratos: agrolita y
una mezcla de turba-agrolita-vermiculita 2:1:1, tres tipos de estacas: basales,
intermedias y apicales, y cuatro concentraciones de &cido indolbutirico (AIB): 0,
1500, 5000 y 10000 ppm, bajo un disefio completamente al azar. Después de
20 semanas de tratamiento, se logro un enraizamiento promedio de 52.7 % de
estacas. Los resultados indicaron que usando agrolita como sustrato se obtuvo
un 79.1 % de enraizamiento, dos veces mas que la mezcla. Mientras que la
aplicacion de 1500 ppm de AIB fue la dosis que favoreci6 el mayor
enraizamiento (73.3 %). Utilizando estacas apicales se favorecio el
enraizamiento con 66.2 % y se obtuvo dos veces mas cantidad y longitud de
raices. Las interacciones entre los factores no presentaron diferencias
significativas; Pero la mejor combinacién con 90 % de enraizamiento fue
usando estacas de tipo apical, con 1,500 ppm de AIB puestas a enraizar en
agrolita. Por lo que se puede concluir que el uso de agrolita y la aplicacién de
AIB en estacas juveniles de C. odorata, tuvieron un efecto positivo para su
enraizamiento.

Palabras clave: sustrato, enraizamiento, estacas, apical.
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THE EFFECT OF SUBSTRATE, TYPE OF CUTTING AND INDOLBUTIRICO
ACID (AIB) ON CAPACITY OF JUVENILE CUTTING ROOTING Cedrela

odorata L.

4.2. ABSTRACT
Clonal commercial plantations of Cedrela odorata L. need economic and
massive vegetative propagation technics. The rooting cuttings cover these
requirements, making it necessary to develop protocols for this. Two types of
substrates were tested perlite and a mixture of peat-perlite-vermiculite 2: 1: 1,
three types of cuttings: basal, middle and apical, and four concentrations of
indole butyric acid (AIB), 0, 1500, 5000 and 10000 ppm. under a completely
randomized design. After 20 weeks of treatment, an average of 52.7 % rooting
cuttings was achieved. The results indicated that using perlite as substrate a
rooting of 79.1 % was obtained, twice mixture. While the application of 1500
ppm was the dose AIB favored greater rooting (73.3 %). Using apical cuttings,
the rooting was favored by 66.2 % and in the same way the number and length
of roots. The interactions between factors were not significantly different; but
the best combination for roots production in cuttings (90 %) was using apical
type with 1,500 ppm of AIB in perlite sustrate. Therefore, it can be concluded
that the use of perlite and application of AIB in juvenile cuttings of C. odorata

had a positive effect for rooting.

Keywords: solil, rooting, cuttings, apical.
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4.3. INTRODUCCION

El enraizamiento de estacas es el medio de propagacion vegetativa de
produccion masiva mas importante por su bajo costo, de relativa rapidez,
sencilla y genera uniformidad genética en los individuos obtenidos (Capuana et
al., 2000). Consiste en obtener partes de ramas de un arbol y colocarlas en
condiciones ambientales favorables para inducir rizogénesis y organogénesis
(Thanuja et al., 2002; Husen y Pal, 2003; Liu et al.,, 2012). En paises como
Chile, Espafia, Portugal, China, Canada, Brasil, Australia, Nueva Zelanda y
Estados Unidos se utilizan para el desarrollo de plantaciones clonales
comerciales de Pinus radiata D. Don, Pinus taeda L., Gmelina arb6rea Roxb. y
diversas especies de Populus, Platanus, Salix y Eucalyptus. (Bedon et al.,

2011).

En México Cedrela odorata L. (cedro rojo) es una de las especies prioritarias
por su importancia industrial (Sanchez et al., 2003; Ramirez et al., 2008; Quinto
et al., 2009), y la mas utilizada para plantaciones comerciales (CONAFOR,
2015). Sin embargo, el atague de Hypsipyla grandella (Zeller) causa dafios
importantes en su desarrollo y conformacién, lo que limita el éxito de las
plantaciones comerciales (Navarro et al., 2004). Se han detectado arboles que
resisten el ataque de esta palomilla (Sanchez et al., 2003), los que pueden ser
reproducidos masivamente. El enraizamiento de estacas es una opcion
recomendable para multiplicar genotipos con caracteristicas superiores

(Marrén et al., 2002; Kraiem et al., 2010).
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En los arboles propagados por estacas se transfiere todo el potencial genético
del material donante y son genéticamente iguales (Husen, 2004; Tarrago et al.,
2005). Con ésta técnica se captura y aprovecha la varianza genética total y se
mantiene la ganancia genética obtenida mediante el mejoramiento genético

(Zalesny et al., 2003).

La capacidad de enraizamiento esta intimamente relacionada con el estado de
madurez de la planta madre, donde la facilidad para formar raices secundarias
disminuye con la edad del material a propagar (Klein et al., 2000). Para obtener
brotes tiernos se deben realizar podas, que al ser utilizados como estacas
tienen mayor capacidad para enraizar (Ruiz et al. 2005; Trobec et al., 2005;
Castillo et al., 2013). EI material juvenil responde mejor a los reguladores de
crecimiento que células mas viejas y muy diferenciadas probablemente porque
la parte del genoma que controla la formaciéon de O6rganos estd menos
reprimida y puede ser desblogueada mas facilmente mediante tratamientos
con auxinas (Druege y Kadner, 2008; Klopotek et al., 2010; Denaxa et al.,

2012).

Los factores genéticos y el estado fisiolégico de las plantas controlan la
induccion de raices y los factores ambientales determinan su elongacién
(Thomas y Schiefelbein, 2002; Castrillon et al., 2008). El éxito del
enraizamiento de estacas depende de la especie a propagar, la edad de la
planta donadora, la parte de la rama de la cual se toman las estacas, el medio
de enraizamiento y los reguladores de crecimiento empleados (Iltoh et al.,

2002; Klopotek et al., 2012).
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Entre los factores fisiolégicos mas importantes se encuentras las auxinas
enddgenas, que son traslocadas del meristemo apical hacia la base de la
planta (Ruiz et al., 2005). Sin embargo, para algunas especies no son
suficientes para inducir enraizamiento y se deben utilizar auxinas exdgenas. La
auxina mas utilizada es el acido indolbutirico (AIB), pero es necesario conocer
la dosis mas adecuada (Ruiz et al.,, 2005), lo que esta relacionada con el
contenido de auxinas enddégenas de acuerdo a la posicion de la estaca en la

planta.

Para el éxito del enraizamiento de las estacas se debe tener especial cuidado
en el factor ambiental. Entre estos destaca el sustrato que dara soporte y
adherencia a las raices. Como el proceso de formacion de raices tiene un
elevado requerimiento de oxigeno, se requieren sustratos con buena aireacion
que permita un buen intercambio de gases, buen drenaje, adecuada
temperatura y pH y debe estar libres de patégenos (Bonfil et al., 2007; Saranga
y Cameron, 2007). De esta forma con la finalidad de desarrollar una
metodologia de propagacion clonal mediante enraizamiento de estacas, se
evaluo el efecto del &cido indolbutirico (AIB), la posicion de la estaca en la
planta y el tipo de sustrato, en el enraizamiento de estacas juveniles de C.
odorata en un experimento establecido bajo condiciones controladas de

humedad y temperatura.
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4.4. MATERIALES Y METODOS

4.4.1. Localizacién y material vegetal

Se utilizé semilla recolectada en mayo del 2012 de la familia 99 del Huerto
semillero del Campo Experimental ElI Palmar, del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). La siembra se
realizd en abril de 2013 en el invernadero ubicado en el Colegio de
Postgraduados, Texcoco, estado de México. Como sustrato se usé una mezcla
de turba, agrolita y vermiculita (2:1:1) contenida en tubetes de polietileno de 1 |,
con la adicién de 10 gr de fertilizante de liberacion controlada por tubete. La
germinacion se inicié a los 15 dias, y se complet6 a los 35 dias, obteniendo un
95% de germinacion. Después, a la planta se le dio un manejo de riegos

frecuentes y con aplicacion de fungicida (captan® 1 g L-1) cada mes.

4.4.2. Produccion de estacas

Para estimular la formacién de material juvenil se realizaron podas a los 6y 12
meses, a una altura de 6 cm sobre el cuello de la planta. De cada brote se
separaron la parte apical, intermedia y basal para evaluar la incidencia de la
posicion de la estaca en el enraizado. Se seleccionaron aquellos brotes que
tuvieron una altura mayor a 25 cm y un diametro de 1 cm, a los que se despojo

de las hojas y de cada vareta se obtuvieron tres estacas de 7 cm de largo.
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4.4.3. Preparacion del sustrato

Se evaluaron dos tipos de sustratos: agrolita vs. la mezcla de turba, agrolita y
vermiculita (2:1:1). Se esterilizaron mediante vapor de agua; los sustratos
fueron puestos por 40 minutos en un recipiente con vapor de agua, despues el

sustrato fue enfriado y colocado en la cAmara de enraizamiento.

4.4.4. Establecimiento del experimento

Se utilizé una camara de enraizamiento semiautomatica de 2.7 x 1.2x 0.7 m de
largo, ancho y alto, respectivamente. En la camara se controld el riego y la
temperatura. El riego fue programado para 2,250 ml distribuidos en 10 riegos
por dia, utilizando agua destilada. La humedad relativa se mantuvo por encima
del 80 %. En el caso de la temperatura se controlé6 para mantener un rango
entre 18 y 25 °C. Durante el dia para evitar temperaturas mayores a 25 °C, se

accion6 automaticamente un ventilador para enfriar la cAmara hasta los 18 °C.

Las estacas fueron colocadas durante 15 minutos en una solucion de Captan®
al 5 %. Para evaluar las mejores dosis de enraizamiento, después del
tratamiento aséptico, se realiz6 una inmersiébn por 5 segundos en Radix®
previamente preparado en dosis de 1,500, 5,000 y 10,000 ppm, y como control

se utilizé talco industrial.

Los sustratos fueron humedecidos con agua destilada, después se realizaron
hoyos de 4 cm de profundidad, colocando las estacas y presionando el
sustrato alrededor de la estaca, con cuidado para evitar dafar los tejidos del

material. Entre las estacas el espaciamiento fue de 10 x 10 cm.
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4.4.5. Disefio experimental y evaluacion de variables

El experimento tuvo un disefio completamente al azar, con arreglo factorial 2 x
3 x 4: dos tipos de sustratos, tres posiciones de la estaca y cuatro
concentraciones de AIB. Se establecieron diez repeticiones (10 estacas por
tratamiento, esto es 240 estacas). El experimento comprendié el periodo
otofio-invierno (del 26 de agosto de 2014 al 13 de enero de 2015), a las 20
semanas se realizo la evaluacion. Se efectuaron evaluaciones periédicas para
monitorear la aparicion de patdégenos; al final se registrdo el porcentaje de
estacas vivas y el de estacas enraizadas por tratamiento, y el niumero y

longitud de raices de primer y segundo orden por estaca.

Previo al andlisis de varianza la variables de porcentaje (Y) fue transformada
con la funcion arcoseno de la raiz cuadrada del valor original expresado en
fraccion decimal [T=arcoseno(\Y)]. La variable numero de raices fue
transformada con la funcion logaritmo, [T=log10(Y)]. Posteriormente los valores
promedio fueron re-transformados a las unidades originales, con la funciéon
[Y=100 seno2(T)] para la variable porcentaje y con la funcién [Y=10T] para la
variable de conteo (Mufioz et al., 2009; Syros et al., 2004; Itoh et al., 2002). Se
realizé una comparacion multiple de medias de Tukey (p<0.05). Los analisis se
realizaron con el programa estadistico SAS para computadora personal (SAS,

2004).

Para obtener los estimadores de varianza y del error para cada caracteristica

de interés se realiz6 el andlisis estadistico con el modelo lineal siguiente:

74



Yij|<| =u+ E; + Dj + Sy + EDij + ESj + DSjk + EDSijk + Eijkl (1)

Donde: Yijk= Variable respuesta del i-esimo tipo de estaca, con la j-ésima dosis
de AIB, en el k-ésimo tipo de sustrato; u= Media general; E; = Efecto fijo del i-
ésimo tipo de estaca (apical, intermedia y basal); D;= Efecto fijo de la j-ésima
dosis de AIB (0, 1,500, 5,000 y 10,000 ppm); Sx= efecto fijo del k-ésimo tipo de
sustrato (mezcla turba-agrolita-vermiculita 2:1:1 vs. agrolita); ED;= interaccion
entre la i-ésimo tipo de estaca y la j-ésima dosis de AIB; ESy= efecto de la
interaccion entre el i-ésimo tipo de estaca y del k-ésimo tipo de sustrato; DSy=
efecto de la interaccion entre la j-ésima dosis de AIB y del k-ésimo tipo de
sustrato; EDSjx= interaccion entre el i-ésimo tipo de estaca, la j-ésima dosis de
AIB y el k-ésimo tipo de sustrato; y Ej = Error aleatorio correspondiente a la

observacion Yi.
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4.5. RESULTADOS

El efecto del sustrato, el AIB y el tipo de estaca resultd significativo (p<0.05)
para la supervivencia, enraizamiento y morfologia de estacas, pero sus

interacciones no fueron significativas (Cuadro 4.1).

Cuadro 4.1. Valores de P del anédlisis de varianza de las variables de

enraizamiento en estacas de Cedrela odorata L.

Estacas Numero de Longitud de
.. Super i i
Fuente de variacion %) (%) raices raices
0
enraizadas  Prim. Secu. Prim.  Secu.

Sustrato 0.0001* 0.0001* 0.4196 0.4462 0.0012 0.0749
Dosis de AIB 0.0316* 0.0454* 0.0141 0.0079 0.0707 0.4370
Tipo de estaca 0.0072* 0.0453* 0.0327  0.0073 0.0037 0.0894
Sustrato*Dosis 0.9793 0.8502 0.8174 0.5978 0.0786 0.2898
Sustrato*Estaca 0.6807  0.6850 0.1459  0.0841 0.1377  0.0043
Dosis*Estaca 0.2164 0.0513 0.8958 0.9438 0.9267 0.6807
Sustrato*Dosis*Estac  0.7858  0.7998 0.3844  0.4060 0.1985 0.3051

* Con diferencias significativas (p<0.05). Super: supervivencia, Prim: raices de

primer orden, Secu: Raices de segundo orden.

4.5.1. Efecto del sustrato
Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los diferentes tipos de

sustrato. Los mayores porcentajes de supervivencia y de estacas enraizadas
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se obtuvieron con agrolita (Cuadro 4.2). Utilizar agrolita como sustrato para
enraizar fue estadisticamente superior dos veces que la mezcla de turba,
agrolita y vermiculita en el enraizamiento y en la supervivencia.

Cuadro 4.2. Valores medios y error estandar para cada factor y tratamiento en

el enraizamiento de estacas de Cedrela odorata L. a las 20

semanas.
Estacas Numero de raices Longitud de raices
Sup
Factor (%) Primarias Secundarias (mm)
(%) . .
Enraizadas Primarias Secundarias

Sustratos
Mezcla 38.324.8b 325+4.7b 149+6.6a 11.8+1.7 684 +66 a 73 £35
Agrolita 82.5t3.9a 79.1+4.1a 12.1+2.0a 10.2+15 347 +68 b 59 +28

CV (%) 8.4 8.7 10.5 8.6 8.6 4.8

Dosis de AIB (ppm)

0 66.6+3.8b 63.3t4.9b 4.8+3.46b 5.2+1.7b 356 +237 62 +23
1,500 75.0+3.6a 73.3x3.6a 14.2+2.7 ab11.5+3.8 ab 640 £205 71 +39
5,000 48.3+9.3c 43.3+x4.7c 21.2+3.4a 16.4+1.4a 538178 67 +32
10,000 41.6x4.6c 31.6x4.8c 11.1+25ab 9.5+1.ab 292 +202 53 +28

CV (%) 9.1 9.5 9.6 7.9 8.9 4.9

Tipo de estaca

Apical 68.7t45a 66.2+48a 21.3¥5.5a 16.7¥4.8a 705+149a 7509
Inter. 55.0¢5.3b 52.5+8.1b 8.9+45Db 7.1+3.3b 390zx165b 60 +08
Basal 35.0+11.8c 32.5+4.8c 4.4+26Db 5.3+28b 148+156b 5016
CV (%) 9.1 9.5 9.1 7.2 8.0 4.7

Prom. 56.7 52.7 12.5 10.4 4.55 0.63
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes y medias sin
letras no son diferentes (p<0.05). Sup: Supervivencia, Mezcla: turba-agrolita-
vermiculita 2:1:1 v/v, ppm: partes por millén, CV: coeficiente de variacion, Inter:

intermedia, Prom: promedio general.

Sin embargo, la mezcla turba-agrolita-vermiculita 2:1:1 a pesar de ser
estadisticamente inferior en el porcentaje de supervivencia y enraizamiento de

estacas, propicio dos veces mas la longitud en las raices de primer orden.

4.5.2. Efecto de la dosis de AIB

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en el porcentaje de estacas
enraizadas entre las diferentes dosis de AIB. Los mayores porcentajes de
enraizamiento se tienen con la dosis de 1,500 ppm y fue superior en un 10 %
al testigo, mientras que con la dosis 10,000 ppm se obtuvo el porcentaje mas
bajo de estacas enraizadas con 31.6 % (Cuadro 4.2). Con la dosis de 5,000
ppm se logré cinco veces mas numero de raices de primer orden y tres veces
en las de segundo orden que el testigo. El tratamiento de 1,500 ppm fue tres
veces superior al testigo sin enraizador en el nimero de raices de primer orden
y el doble en las de segundo orden. En la supervivencia de estacas se
presentaron diferencias significativas (p<0.05), con diferencias de mas del 30
% entre el mejor y peor tratamiento. En la longitud de las raices de primer y
segundo orden no hubo diferencias significativas entre las dosis empleadas y

el testigo.
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4.5.3. Efecto del tipo de estaca

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los diferentes tipos de
estacas. Los mayores porcentajes de supervivencia y enraizado se obtuvieron
en estacas apicales y fueron superiores en un 20 % que las intermedias y en
un 50 % que las basales (Cuadro 4.2). Las estacas apicales favorecieron dos
veces mas cantidad de raices de primer y segundo orden que las estacas
intermedias y cuatro veces mas que las basales. Ademas las apicales
presentaron una longitud de raices de primer orden dos veces mayor que la
segunda mejor, que fue la de la parte intermedia del brote. Mientras que no
hubo diferencias significativas (p<0.05) en la longitud de raices de segundo

orden.

4.5.4. Efecto de lainteraccion entre factores

De las interacciones solo la de sustrato por el tipo de estaca para la longitud de
raices de segundo orden resultd significativa (p=0.0043, Cuadro 1). La
combinacion de la estaca apical con la mezcla (turba-agrolita-vermiculita 2:1:1)
como sustrato dio la mayor longitud de raices de segundo orden con 96+11
mm. Tomando el porcentaje de enraizamiento de estacas como la variable de
mayor importancia, destaca que el mejor porcentaje de enraizamiento de
estacas fue de 90 % con el uso de agrolita como sustrato, estacas apicales y

una dosis de 1,500 ppm.
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4.6. DISCUSION

4.6.1. Efecto del sustrato

El mejor enraizamiento logrado con agrolita puede ser explicado por sus
caracteristicas fisicas como la porosidad, aireacion, buen drenaje y el pH
(Saranga y Cameron, 2007). Un sustrato debe suministrar humedad continua y
temperaturas moderadas, ademas permitir una aireacion adecuada (Bonfil et
al., 2007). Estas mismas caracteristicas de la agrolita han resultado favorables
para el enraizamiento de otras especies, tal es el caso de Pinus leiophylla
Schiede ex Schltdl. et Cham. (Cuevas et al., 2015), Pinus pinaster Ait. (Majada
et al., 2010), Pinus elliottii Engelm. var. elliottii Little & Dorman. y Pinus caribea
var. hondurensis Barr. y Golf. (Hunt et al., 2011), Juniperus scopulorum Sarg. y

Thuja occidentalis L. (Bielenin, 2003).

4.6.2. Efecto de la dosis de AIB

El uso de auxinas es importante para el desarrollo de raices adventicias en el
enraizamiento de estacas (Bielenin, 2003; Castrillon et al., 2008; Kumar et al.,
2011). Las auxinas estimulan la actividad del cambium y la movilizacion de
reservas hacia el sitio de iniciacion de raices (Dhillon et al., 2011). Segun
Castillo et al. (2013) el uso de AIB es mas recomendable para especies de
dificil enraizamiento. En el caso de algunas especies ha mejorado el
enraizamiento, tal es el caso de Pinus jaliscana Pérez de la Rosa. (Aparicio et
al., 2006), Viccinium meridionale Swartz (Castrillon et al., 2008), Taxus globosa
Schltdl. (Mufioz et al., 2009), Olea europaea L. (Denaxa et al., 2012), y

Gmelina arborea Roxb. (Ruiz et al., 2005).
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Los resultados indican que con la dosis de 1,500 ppm se obtuvo un efecto
positivo sobre la capacidad de enraizamiento, pero al aumentar la dosis resultd
en la disminucion del enraizamiento, probablemente como efecto de toxicidad.
Segun Mesén et al. (1997) algunas especies forestales no toleran dosis tan
altas y requieren no mas de 2,000 ppm como en varias especies de
Eucalyptus, Cupressus lusitanica Mill., Alnus acuminata Kunth, Tectona grandis

L. (Husen y Pal, 2003).

Con la dosis de 5,000 ppm se obtuvo una mayor cantidad de raices, siendo
significativamente superior. Esto puede ser explicado porque una vez que la
estaca enraiza, las dosis crecientes de AIB aumentan el transporte de
sustancias hacia la base de la estaca, lo que permite el desarrollo de mayor

cantidad de raices (Mesén et al., 1997).

Con la dosis 10,000 ppm se logréo el porcentaje mas bajo de estacas
enraizadas (31.6 %) y esto puede deberse a una intoxicacion con la gran
cantidad de auxinas. Mientras que al enraizar estacas sin AIB se obtuvo dos
veces mas enraizamiento que la dosis de 10,000 ppm y esto puede ser efecto
de la gran cantidad de auxinas enddgenas que tiene la estaca, que fueron

suficientes para promover el enraizamiento.

4.6.3. Efecto del tipo de estaca
Los resultados indicaron que la estaca apical fue la que presentd el mejor
enraizamiento y puede ser explicado por alguna condicion fisiolégica o

anatémica asociada con la presencia de yemas. Ya que de acuerdo con
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Hartmann et al. (2013) las estacas de tipo apical presentan un mejor
enraizamiento ya que las yemas son grandes productoras de auxina y ejercen
un estimulo para el desarrollo radicular. Ruiz et al. (2005) menciona que
existen varios factores que estan involucrados en la mayor capacidad de
enraizado de estacas apicales de Gmelina arborea, como es el grado de
juvenilidad, la lignificacion del tejido, el nivel enddégeno de fitohormonas y el
contenido de reservas. Lo cual puede demostrar lo encontrado por Moore

(1984), que las auxinas se sintetizan en el meristemo apical.

Sin embargo, en algunos casos las estacas basales enraizan mejor, tal es el
caso en Populus, donde la estaca basal enraiza dos veces mas que las
estacas intermedias y apicales (Zalesny et al., 2003). Asi mismo Cuevas et al.
(2015) encontré que utilizando estacas basales de P. leiophylla es 3.5 veces
mas probable tener éxito en el enraizamiento. Lo que puede ser porque las
estacas basales son mas juveniles en estructura y fenologia que las apicales.
Ademas Ruiz et al. (2005) menciona que las auxinas son traslocadas del
meristemo apical hacia la base de la planta donde se acumulan, pero no

parece ser el caso en Cedrela odorata L.

4.6.4. Efecto de lainteraccion entre factores

No se encontraron diferencias significas en la interaccion entre factores, por lo
gue no afectaron significativamente la capacidad de enraizamiento. Lo cual
hace dificil establecer con claridad que interaccién de los factores fue el mas

adecuado para el enraizamiento. Sin embargo, la que logré el mayor
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porcentaje de enraizamiento fue la combinacion de estacas apicales, con 1,500

ppm de AIB puestas a enraizar en sustrato agrolita con un 90 %.

Segun Hartmann et al. (2013) el éxito en el enraizamiento de estacas depende
del control de la humedad y la temperatura del sustrato. Ademas Navarrete y
Vargas (2005) mencionan que la respuesta de enraizamiento en Eucalyptus
camaldulensis Dehnh., esta asociada con las condiciones ambientales y

fisiolégicas del material vegetal.

Un factor importante que favorecié el enraizamiento de las estacas es atribuido
a la temperatura a la cual se mantuvo la camara de enraizamiento (18 a 25
°C). Segun Hartmann et al. (2013), el rango ideal para la induccion y desarrollo
de raices adventicias para especies tropicales como C. odorata L. es de 18 a
25 °C. Las temperaturas mayores estimulan el desarrollo de las yemas y
aumenta la transpiracion y posible desecacion de la estaca, y con
temperaturas bajas disminuye la actividad celular y en ningln caso se favorece
el desarrollo de raices. Mientras que Mesén et al. (1997) menciona que la
temperatura adecuada para especies tropicales es de 20 a 27 °C. Sin
embargo, especie como Taxus globosa donde Mufidz et al. (2009) se obtuvo
los mejores enraizamientos de estacas con la temperatura a 18 °C con efectos

significativos en la supervivencia y en el numero de raices formadas.

La juvenilidad de las estacas es otro factor que explica el enraizamiento de las
estacas. Hartman et al. (2013) mencionan que en especies de dificil

enraizamiento se debe utilizar material juvenil porque tiene mas probabilidad
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de enraizar, esto debido a que contiene mayor cantidad de auxinas
endoégenas. Como lo encontrado por Mufioz et al. (2009) en Taxus globosa,
donde obtuvo mayor porcentaje (55.3 %) de enraizamiento con el uso de
estacas juveniles, y no se encontraron diferencias significativas en la

interaccion entre factores.

Estos resultados indican que la propagacion vegetativa de C. odorata mediante
el enraizamiento de estacas tiene gran potencial. Sin embargo, se necesita
mayor investigacion para incrementar los porcentajes de enraizamiento en
menor tiempo mediante esta técnica. Se debe probar concentraciones
alrededor de los 1,500 ppm de AIB y probar con distintos clones de calidad
superior para determinar interaccion del genotipo con la concentracion de AIB

usando agrolita y partes apicales.

4.7. CONCLUSIONES

Los resultados indican que Cedrela odorata L. es una especie de dificil
propagacion por estacas, ya que después de 20 semanas utilizando estacas
juveniles se logré un enraizamiento general del 52.7 %. Los factores como el
tipo de sustrato, la posicion de la estaca y las dosis de AIB influyen en el
enraizamiento de estacas juveniles de C. odorata. EI mejor sustrato para
enraizar estacas juveniles de C. odorata fue agrolita con un promedio de 79.1
%, mientras que la mejor dosis de AIB para enraizar fue de 1500 ppm con 73.3
% y al utilizar estacas apicales se aseguré un 66.2 % promedio de estacas

enraizadas. En la interacciéon de los factores no se encontraron diferencias
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significativas. Sin embargo, el uso de estacas de tipo apical, con 1,500 ppm de

AIB puestas a enraizar en agrolita fue la mejor combinacion con 90 %.
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CAPITULO V

MULTIPLICACION CLONAL POR ACODOS AEREOS EN Cedrela odorata L.

5.1. RESUMEN

Una alternativa para propagar vegetativamente especies de dificil
enraizamiento como Cedrela odorata y clonar genotipos con caracteres
deseables es mediante la técnica de acodo aéreo. Basicamente consiste en
anillar una rama, adicionar auxinas y sustrato como medio de enraizamiento.
Se evalu6 la capacidad de enraizamiento de acodos aéreos establecidos en
genotipos seleccionados de C. odorata, probando diferentes dosis de &cido
indolbutirico (AIB). La investigacion se realiz6 en el banco clonal del Campo
Experimental El Palmar, ubicado en Tezonapa, Ver. En invierno se realizaron
los acodos aéreos en los clones 14 y 15 con tres dosis de acido indolbutirico
(AIB) 1,500, 5,000 y 10,000 partes por millon (ppm) y como control se utilizd
talco industrial. ElI experimento tuvo un disefio completamente al azar con 20
repeticiones. El clon 14 gener6 el mayor porcentaje de enraizamiento (68.7 %);
mientras que el clon 15 mostro el menor (37.5 %). Las concentraciones de
1500 y 10,000 ppm incrementaron los porcentajes de enraizamiento de acodos
aéreos hasta en un 20 %, respecto al testigo. En la interaccion del clon 14 y la
aplicacion de 1,500 ppm de AIB se obtuvo el mejor enraizamiento (95 %). Por
lo que se puede concluir que con la técnica de acodo aéreo es posible clonar y
propagar genotipos superiores de C. odorata al obtener altos porcentajes de
enraizamiento con AIB en los acodos establecidos.

Palabras clave: anillado, auxinas, enraizamiento.
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CLONAL MULTIPLICATION BY AIR LAYERING IN Cedrela odorata L.

5.2. ABSTRACT
An alternative to clone and to propagate genotypes with desirable traits in
species of difficult rooting, as Cedrela odorata, is by air layering technique.
Basically banding is a branch to which is added a substrate and auxin rooting
medium. In this work, rooting capacity of air layering established in selected
genotypes of C. odorata, testing different doses of indole butyric acid (AIB) is
evaluated. The research was conducted in the clone bank of ElI Palmar
Experimental Station, located in Tezonapa, Veracruz.In winter the air layers
were performed in clones 14 and 15 with three doses of indole butyric acid
(AIB) 1,500, 5,000 and 10,000 parts per million (ppm) and as a control
industrial talc was used. The experiment had a completely randomized design
with 20 repetitions. Clone 14 generates the highest rooting percentage (68.7
%); while clone 15 showed the lowest (37.5 %). The concentrations of 10,000
ppm and 1500 increased rooting percentages air layering up by 20 % compared
to the control. In the interaction of clone 14 and 1,500 ppm applying AIB best
rooting (95 %) it was obtained. Therefore, it can be concluded that with the
technique of air layering is possible to clone and propagate superior genotypes

of C. odorata to obtain high percentages of rooting in the layering set AlB.

Keywords: ringed, auxin rooting.
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5.3. INTRODUCCION

De acuerdo con Ramirez et al. (2008) y Quinto et al. (2009), Cedrela odorata L.
es la especie mas rentable para establecer plantaciones comerciales y la de
mayor importancia para la industria forestal de Meéxico; para aumentar su
ganancia genética e incrementar la frecuencia de los arboles superiores se

debe clonar el material selecto (Kumar, 2007; Hannrup et al., 2008).

Cuando se necesita propagar material seleccionado de especies de dificil
enraizamiento, un método adecuado es la técnica de acodo aéreo (Hernandez
et al., 2012). La parte acodada dispone de nutrimentos durante todo el periodo
de enraizamiento y evita estrés hidrico por ausencia de raices (Dutra et al.,
2012). Para Villalobos et al. (2008) este método de acodo fomenta la
rizogénesis de manera relativamente sencilla; solo se anilla una rama o tallo de
una planta, se le agrega auxina y sustrato humedo como medio de

enraizamiento.

Hay varios tipos de acodos, el adecuado sera de acuerdo a las necesidades.
En el caso de contar con un banco clonal al que se le dan podas para generar
rebrotes, se utiliza el acodo aéreo (Mazon et al., 2009). Este consiste en
seleccionar ramas para realizarles un corte de anillado completo, al cual se le
adicionan auxinas y es cubierto con sustrato; Con esto se propicia la etiolacion,
gue en condiciones adecuadas de humedad se estimula la emision de raices

(Benitez et al., 2002; Marcallo et al., 2001).
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Un factor importante en la propagacion por acodo es mantener la planta madre
fertilizada y sin estrés, con esto se obtiene material con buen desarrollo,
vigoroso Y libre de plagas y enfermedades (Demolin et al., 2007), ademas que
los setos siguen retoflando para repetir el proceso varios afios. Una vez que se
retiran las ramas acodadas, se pueden realizar podas para permitir el

desarrollo de nuevos brotes.

De acuerdo a Mantovani et al. (2010), el anillado de la corteza con la adicién
de sustrato provoca la etiolaciéon de la parte acodada y combinada con la
aplicacidon de reguladores de crecimiento, especialmente el acido indolbutirico
(AIB), mejora significativamente el enraizamiento). La etiolacibn aumenta la
sensibilidad del tallo a la auxina e induce cambios anatomicos en los tejidos del
tallo que podrian incrementar la iniciacion de primordios radicales,
principalmente por las células parenquimaticas indiferenciadas y la falta de

barreras mecanicas (Itoh et al., 2002; Rogel et al., 2000).

Para Hartmann et al. (2013) el anillado en los acodo induce la formacion de
raices adventicias en tallos adheridos a la planta madre mediante una
interrupcion en la traslocacién basipétala, acumulando materiales organicos,

auxinas y otros factores de crecimiento en el punto de formacion de raices.

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo establecer una
metodologia para propagar vegetativamente genotipos selectos de C. odorata,
mediante la técnica de acodo aéreo; y determinar la dosis 6ptima de acido

indolbutirico (AIB) en la produccidn de raices adventicias en dos genotipos.
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5.4. MATERIALES Y METODOS

5.4.1. Localizacion

El ensayo se establecio en el banco clonal del Campo Experimental EI Palmar
(18° 32" L.N.,, 96° 47 L.O., altitud de 180 m) del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), localizado en el
Municipio de Tezonapa, Veracruz. El clima es calido himedo con lluvias en
verano, con una precipitacion media de 2,888 mm anuales y temperatura
media anual de 24.4 °C. Los suelos son de tipo Acrisol, profundos y de buen
drenaje, poseen una textura de migajon arcillo-arenoso y pH de 4.8 (Sanchez y

Velazquez, 1998; Sanchez et al., 2003).

5.4.2. Material vegetal

El banco clonal se establecié en junio del 2011, consta de 91 clones con 20
rametos cada uno. Se seleccionaron los clones (14 y 15) que presentaron la
mayor cantidad de brotes, sin presencia de ataques de plagas y
enfermedades. Cada brote fue desprovisto de hojas en la parte donde se

realizé el acodo.

Para el anillado, de acuerdo con Salazar et al. (2004), se retir6 toda la corteza
para evitar la circulacion de los fotoasimilados, se eliminé una seccion de
corteza de 15 mm de longitud alrededor del tallo usando una navaja, evitando
cortar o dafar los tejidos. Enseguida, se aplicaron las dosis de auxinas en la
parte libre de corteza. La auxina aplicada fue el acido indolbutirico (AIB) en

polvo en concentraciones de 1,500, 5,000 y 10,000 partes por millon (ppm);
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como control se utilizé talco industrial con 0 auxinas. La aplicacion de la auxina

fue puesta manualmente utilizando guantes de latex.

El sustrato para la realizacion de los acodos se utilizd una mezcla de peat
moss, agrolita y vermiculita (2:1:1). De acuerdo con Benitez et al. (2002), el
sustrato se humedecio con agua hasta obtener una mezcla uniforme la cual fue
puesta en la parte del acodo y fue retenida por material plastico transparente el

cual fue mantenido adherido a la rama por medio de amarres con hilo plastico.

5.4.3. Variables por evaluar

A los 90 dias de establecidos los acodos se registro el porcentaje de acodos
enraizados, el numero y longitud de raices de primer y segundo orden. Para
conocer su capacidad de establecimiento y determinar la supervivencia,
después de la evaluacién del enraizamiento, los acodos aéreos que lograron
formar raices fueron transplantados en bolsas de polietieno de 5 kg, el
sustrato utilizado fue una mezcla de cachaza de cafia de azucar y cascabillo de

café, previamente composteados, en proporciones de 3:1, respectivamente.

5.4.4. Disefio y analisis experimental

El experimento tuvo un disefio completamente al azar, con arreglo factorial 2x4
(dos genotipos y cuatro concentraciones de auxina) y 20 replicas. Previo al
analisis de varianza, la variable de porcentaje (Y) fue transformada con la
funcién arcoseno de la raiz cuadrada del valor original expresado en fraccién
decimal [T=arcoseno(\Y)]. La variable nimero de raices fue transformada con

la funcién logaritmo, [T=log10(Y)]. Posteriormente los valores promedio fueron
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re-transformados a las unidades originales, con la funcion [Y=100 seno2(T)]
para la variable porcentaje y con la funcion [Y=10T] para la variable de conteo
(Mufioz et al.,, 2009; Syros et al., 2004; Itoh et al., 2002). Se realiz6 una
comparacién multiple de medias de Tukey (p<0.05). Los analisis se realizaron

con el programa estadistico SAS para computadora personal (SAS, 2004).

De acuerdo con el disefio experimental, para el analisis se utilizé el modelo
lineal siguiente (1):

Yii= p + Gi+ Dj + GDj + &iic 1)

Donde: Y= variable respuesta del i-€simo genotipo, con la j-ésima dosis de
AIB en la k-ésima repeticidon (planta); u = media general; G; = efecto fijo del i-
ésimo genotipo; D; = efecto fijo de la j-ésima dosis de AIB (0, 1,500, 5,000 y
10,000 ppm); GDj = efecto fijo de la interaccion entre el i-€simo genotipo y la j-
ésima dosis de AIB y g = error aleatorio correspondiente a la observacion Yig.
Con este modelo se obtuvieron los estimadores de varianza y del error para

cada caracteristica de interés.
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5.5. RESULTADOS

El genotipo, la dosis de AIB y su interaccion tuvieron efectos significativos en la

produccion y morfologia de raices en los acodos establecidos (Cuadro 5.1).

Cuadro 5.1. Valor de P del analisis de varianza para las variables evaluadas

en el enraizamiento de acodos aéreos de Cedrela odorata L.

Fuente de Acodos Numero de raices Longitud de raices
variacion enraizados primarias secundarias primarias Secundarias
(%)
Genotipo 0.0001**  0.2214 0.2824 0.3342 0.0125**
Dosis de AIB 0.0401**  0.0119** 0.0138** 0.0444*  0.0006**
Genotipo*Dosis 0.0001**  0.0329** 0.0604 0.0972 0.0001**

** Con diferencias significativas (P<0.05).

5.5.1. Efecto del genotipo

En el clon 14 se generé el mayor porcentaje de enraizamiento, este fue
superior en mas del 30 % y la longitud de sus raices, de segundo orden,
excedié en mas de 20 % a las observadas en el clon 15 (Cuadro 5.2). Ninguna
diferencia significativa, entre genotipos, se detecto en el nUmero de raices de

orden primario y secundario, ni en la longitud de raices de orden primario.
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Cuadro 5.2. Valores medio y error estandar de las variables evaluadas para

determinar el efecto del tipo de corte en el enraizamiento de

acodos aéreos de los clones 14 y 15 de Cedrela odorata L.

Acodos Numero de raices Longitud de raices (cm)
Genotipo enraizados
primarias Secundarias primarias  secundarias
(%)

Clon 14 68.7+90 a 17.1+1.8a 14.4+0.9a 12.44+0.7a 5.35t04a
Clon 15 37.5£15Db 14.7+2.3 a 12.7+1.2a 11.48+0.9a 4.31+05b
Promedio 53.1 15.9 13.5 11.96 4.83
CV (%) 10.2 13.9 8.6 11.4 8.1
Valor de F 5.1 1.39 1.45 1.15 2.7

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05).

5.5.2. Efecto por dosis de AIB

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en el porcentaje de acodos

aéreos enraizados entre las diferentes concentraciones de AIB. Aunque el

tratamiento testigo, sin AIB, mostro enraizamientos de alrededor del 40 % en

los acodos, las concentraciones de 1,500 y 10,000 ppm lo superaron en mas

del 15 % (Cuadro 5.3). El numero de raices aumenta con la aplicacion de AIB

hasta en un 50 %. Mientras que la longitud de éstas se ve favorecida por la

dosis mas alta.
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5.5.3. Efecto por la interaccion del genotipo y la dosis de AIB

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en el porcentaje de acodos
enraizados como efecto de la interaccion del genotipo y la aplicacion de
auxinas. Los mejores porcentajes de enraizamiento fueron con 1,500 ppm de
AIB en el clon 14 con 95 % (Cuadro 5.4). De forma general el clon 14 present6
mejor enraizamiento en los tratamientos superior al 50 %, ademas de
presentar el mayor numero de raices de primer orden. Mientras que el clon 15
con la dosis mas alta se obtuvo un 60 % de enraizamiento y la mayor cantidad
de raices de primer orden. En el caso de no aplicar auxinas (control), en el clon
14 se genera un 25 % mas de enraizamiento que en el clon 15. El clon 14 en
las dosis 1500 y 5000 ppm favorecieron la mayor longitud de raices de

segundo orden, siendo superior en un 41 %.

Cuadro 5.3. Valores medio y error estandar de las variables evaluadas en el
enraizamiento de acodos aéreos segun la dosis de AIB aplicado a

clones de Cedrela odorata L.

_ Acodos Numero de raices Longitud de raices (cm)
Dosis )
1 enraizados o ) o _
(mgL™) %) primarias  secundaria primarias  secundarias
0
0 (control) 40.0+90 b 11.0£25Db 9.3t1.7b 10.45+1.2b 4.26x09b
1,500 65.0+80 a 18.1+29 a 13.0x19a 9.89+15b 4.39+0.7b
5,000 45.0£60 b 16.4+2.1 a 15.6+1.4 a 13.56+1.3a 4.51+0.7b
10,000 62.5+11a 18.1+2.7 a 16.1+2.1 a 13.94+1.7a 6.16x0.6 a
Promedio 53.1 15.9 135 11.96 4.83
CV (%) 12.3 9.5 10.4 11.6 12.1
Valor F 7.4 9.2 4.5 9.2 4.7

Medias con una misma letra no son significativamente diferentes (p>0.05).
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CV: coeficiente de variacion.

Cuadro 5.4. Valores medios y error estandar de la variables evaluadas para

en acodos aéreos en Cedrela odorata L.

determinar el efecto del genotipo y la aplicacion de dosis de AIB

Tratamiento: Ac?dos Numero de raices Longitud de raices (cm)
Genotipo+dosis enraziyzor;ldos primarias  secundarias primarias  secundarias
Clon 14+0 55+12 b 19.2+1.9a 13.2+1.8a 10.66xl.5a 4.38+0.7b
Clon 14+1500 95+03 a 19.1+2.7a 12.3+2.1a 10.76x1.6a 6.61+0.7 a
Clon 14+5000 70+06 b 19.0+2.8a 15.6t1.4a 12.64+09a 5.80+0.6a
Clon 14+10000 60+08 b 13.9+25ab 13.2+1.7a 13.09+t1.8a 4.44+06D
Clon 15+0 30+11c 12.3+3.1b 12.8+1.4a 12.71+1.2a 4.3720.8b
Clon 15+1500 35+09 c 13.0+2.3b 12.2+1.9a 11.28+1.5a 4.14+0.7b
Clon 15+5000 2014 c 12.742.7b 13.0+t1.4a 12.04+t1.6a 4.37:05b
Clon 15+10000 60+09 b 18.0t1.6 a 15.7t18a 12.50+ 4.53+0.5b
Promedio 53.1 15,9 13.5 11.96 4.83

CV (%) 10.5 15.6 9.2 13.7 13.0
Valor F 3.47 3.81 1.51 1.29 2.93

Medias con una misma letra no son significativamente diferentes (p>0.05).
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5.6. DISCUSION

5.6.1. Efecto del genotipo

En el estudio se encontraron diferencias entre la respuesta de los clones de C.
odorata al enraizamiento de acodos aéreos. Segun Uribe et al. (2008) puede
ser explicado por la interaccion del genotipo con la cantidad de auxinas
enddgenas que varian de acuerdo a la fisiologia de la especie. Coincide con lo
encontrado por Amissah y Bassuk (2004), donde los porcentajes de
enraizamiento en dos especies de Quercus sp. tienen efecto por el genotipo en
mas de un 10 %. Mantovani et al. (2010) observaron un efecto del genotipo en
el enraizamiento de acodos aéreos en 10 genotipos de Bixa orellana L. con

una eficiencia del 20 hasta el 100 %.

El efecto del genotipo para lograr el enraizamiento de acodos aéreos, también
ha sido documentado entre especies arbéreas de manglar. Benitez et al.
(2002) obtuvieron 40 % de enraizamiento en acodos de Laguncularia racemosa
L., mientras que Conocarpus erectus no presento raices. Hernandez et al.
(2012) encontraron que Laguncularia racemosa L. presento 3 veces mas
acodos enraizados y en la mitad de tiempo que Aviccenia germinans L. y

Rhizophora mangle L.

La diferencia de la longitud de raices de segundo orden puede ser explicado
de acuerdo con Hernandez et al. (2012), que menciona que esa diferencia

pudo estar influenciada por factores ambientales como la humedad, mientras

103



que Eganathan et al. (2000) lo relaciona con las condiciones fisioldgicas
particulares de cada genotipo. Ya que la energia metabdlica requerida para la
etapa de iniciacion y elongacion de raices depende de la disponibilidad de

azucares.

5.6.2. Efecto por dosis de AIB

Segun Hartmann et al. (2013) el éxito de la técnica de acodos aéreos para la
propagacion, se debe a que se mantiene unida la rama acodada a la planta
madre, lo que permite que ésta siga recibiendo agua y nutrimentos. Ademas
mencionan que el combinar ésta técnica con la aplicacion de AIB se obtiene

mayor cantidad de raices.

De acuerdo con Rogel et al. (2000) la aplicacion de AIB mejora el
enraizamiento de acodos aéreos. Lo que coincide con lo encontrado en ésta
investigacion, donde la aplicacion de AIB favorecié el mayor nimero de acodos
enraizados de C. odorata, y esto puede deberse a que la cantidad de auxina
endoégena no fue suficiente para promover el proceso de rizogénesis. En
presencia de AIB el nimero de acodos enraizados se incrementé respecto al
tratamiento control. Varios trabajos han sefialado que el AIB es la mejor auxina
para trabajos de enraizamiento (Ruiz et al., 2005; Hunt et al., 2011) y para el
desarrollo de raices adventicias (Bielenin, 2003; Castrillén et al., 2008; Kumar

et al., 2011).

Las auxinas estimulan la actividad del cambium y la movilizaciéon de reservas

hacia el sitio de iniciacion de raices (Dhillon et al., 2011). Segun Castillo et al.
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(2013) el uso de AIB es mas recomendable para especies de dificil
enraizamiento. En el caso de algunas especies ha mejorado el enraizamiento,
tal es el caso de Pinus jaliscana Pérez de la Rosa. (Aparicio et al., 2006),
Viccinium meridionale Swartz (Castrilléon et al., 2008), Taxus globosa Schitdl.
(Mufioz et al., 2009), Olea europaea L. (Denaxa et al., 2012), y Gmelina

arborea Roxb. (Ruiz et al., 2005).

Con la aplicacion de auxinas se obtuvo una mayor cantidad de raices, siendo
significativamente superior. Esto puede ser explicado porque una vez que el
acodo enraiza, las dosis crecientes de AIB aumentan el transporte de
sustancias hacia la parte baja de la rama, lo que permite el desarrollo de mayor

cantidad de raices (Mesén et al., 1997).

Para incrementar el enraizamiento fue necesario aplicar auxinas, segun Amri et
al. (2010) éstas son indispensables para estimular la formacién de raices.
Aunque estan presentes de forma natural y son sintetizadas en los apices de la
planta, es necesario aplicarlas exbgenamente en el caso de especies de dificil
propagacion y probar diferentes concentraciones para definir la éptima (Ljung

et al., 2005).

5.6.3. Efecto por la interaccién genotipo y dosis de AIB

Los mayores porcentajes de enraizamiento se logran con la interaccion del clon
14 y 1500 ppm de AIB, lo que puede estar determinado por la cantidad de
auxinas endoégenas y la adicién exdégena de la dosis adecuada como un efecto

positivo sobre la capacidad de enraizamiento. Segun Salazar et al. (2004) la
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variacion genética entre 38 selecciones de Persea americana Mill. mas la
adicion de auxinas en pequefias cantidades (2000 ppm de AIB), presentaron

diferencias en la capacidad de enraizamiento, desde un 10 hasta el 100 %.

Al aumentar la dosis superior a 1500 ppm de AIB resulté en la disminucion del
enraizamiento, probablemente como efecto de toxicidad. Segun Mesén et al.
(1997) algunas especies forestales no toleran dosis tan altas y requieren no
mas de 2,000 ppm como en Eucalyptus, Cupressus lusitanica Mill., Alnus

acuminata Kunth, Tectona grandis L. (Husen y Pal, 2003).

Otro aspecto a considerar en la respuesta del genotipo al enraizamiento es la
vitalidad de la planta que se va a propagar, ya que entre mas vigorosa sea,
mayor facilidad para enraizar y va a necesitar concentraciones bajas de AIB.
Hartmann et al. (2013) mencionan que la nutricion es determinante para la
iniciacién y el desarrollo radicular, ya que la divisiébn celular requiere mayor
consumo de energia y existe una relacién directa entre el contenido de
carbohidratos y el enraizamiento. Por lo que es necesario evaluar la relacion

del vigor del genotipo y su efecto en la induccién de raices adventicias.
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5.7. CONCLUSIONES

El sistema de acodo aéreo es un método que puede ser usado para clonar y
propagar genotipos deseables de C. odorata. El enraizamiento en los acodos
varia segun el genotipo, por lo que en genotipos de baja respuesta se
recomienda usar AIB en concentraciones entre 1500 y 10000 ppm para

incementar el enraizamiento y mejorar la morfologia de raices adventicias.
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CAPITULO VI

EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO EN LA PROPAGACION in vitro DE
GENOTIPOS SELECCIONADOS DE Cedrela odorata L.

6.1. RESUMEN
Para la industria forestal de México Cedrela odorata es la especie de mayor
importancia, con amplia demanda para el establecimiento de plantaciones
comerciales. Las cuales pueden ser cubiertas mediante la propagacion in vitro
de genotipos superiores. El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un
protocolo para la propagacion in vitro de C. odorata, a través de yemas
axilares. Se evaluaron los efectos del medio de cultivo para las fases de
establecimiento, multiplicacion y enraizamiento de cinco genotipos
seleccionados de C. odorata. Con el uso del medio MS adicionado con
antioxidantes, bactericidas y auxinas se obtuvo el 55 % de establecimiento. En
la fase de multiplicacién el medio MS adicionado con la mayor concentracion
de auxinas favorecié el mayor porcentaje de brotes (95 %) y todos los medios
favorecieron la elongacion de los brotes. C odorata present6é buena capacidad
de enraizamiento aun sin auxinas pero el medio MS adicionado con 0.1 ml L™
de AIB'y 0.1 ml L™ de ANA fue superior en la generacién de raiz en un 12 %.
Por lo que se puede concluir que el efecto del medio de cultivo es determinante
para el establecimiento, la multiplicacién y enraizamiento in vitro de C. odorata.

Mientras que el genotipo una vez establecido tiene efecto en la supervivencia y

la respuesta al enraizamiento.

Palabras clave: multiplicacion, enraizamiento, auxinas, medio MS.
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EFFECT OF CULTURE MEDIUM in vitro PROPAGATION OF SELECTED
GENOTYPES OF Cedrela odorata L.

6.2. ABSTRACT

For the forest industry in Mexico Cedrela odorata is the most important species,
with large demand for the establishment of commercial plantations. It can be
covered by in vitro propagation of superior genotypes. The object of this study
was to develop a protocol for in vitro propagation of C. odorata through axillary
buds. The effects of culture medium were evaluated for the phases of
establishment, multiplication and rooting five selected genotypes of C. odorata.

Using the MS medium supplemented with antioxidants, bactericides and auxins
establishment 55 % was obtained. In the multiplication phase MS medium
supplemented, the highest concentration of auxin favored the percentage of
outbreaks (95 %) and all means favored shoot elongation. C odorata exhibited
goods even without auxin rooting MS medium but supplemented with 0.1 ml L™
de AIB y 0.1 ml L™ of ANA was superior in root generation by 12 %. So it can
be concluded that the effect of the culture medium is decisive for the
establishment, in vitro multiplication and rooting of C. odorata, while genotype

once established has effect on survival and rooting response.

Keywords: multiplication, rooting, auxin, medium MS.
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6.3. INTRODUCCION

Cedrela odorata es la especie de mayor importancia comercial para la industria
forestal de México (Quinto et al., 2009). Su rentabilidad econdémica la hace
atractiva para el establecimiento de plantaciones comerciales (Ramirez et al.,
2008). Segun la CONAFOR (2015) es la especie con mas hectareas

establecidas en territorio nacional.

Para abastecer la demanda creciente de plantaciones comerciales sera
necesario contar con germoplasma de origen genético conocido. Por lo que se
deben seleccionar los mejores genotipos de acuerdo a la caracteristica de

interés para garantizar un buen rendimiento (Sanchez et al., 2003).

Mediante la propagacion vegetativa se obtienen copias idénticas de los arboles
superiores (Kumar, 2007). Las técnicas mas usadas son el enraizamiento de
estacas, acodos, injertos y la micropropagacion (Pefia et al., 2010). Con la
técnica adecuada se puede producir gran cantidad de copias genéticamente

idénticas (Hannrup et al., 2008).

Para la produccion comercial de clones de genotipos superiores de C. odorata,
la propagacion in vitro es una propuesta viable desde el punto de vista técnico
y econémico (Ewald et al., 2000; Pefa et al.,, 2010). Consiste en producir
plantas a partir de pequefias porciones de tejidos, cultivadas asépticamente en
donde se pueden controlar estrictamente las condiciones ambientales,

sanitarias y de nutricion; para la produccién de un gran nimero de plantas en
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espacios reducidos y en cualquier época del afio (Borges et al.,, 2011;

Gonzalez et al., 2012;).

Para la propagacion in vitro de C. odorata y de otros arboles tropicales se ha
usado el medio Murashige & Skoog (MS) (Mukherjee et al., 2010); Sin
embargo, no existe un protocolo que garantice el éxito con porcentajes
aceptables de propagacion. Segun Pérez et al. (2012), los principales
problemas para el establecimiento in vitro de C. odorata es la contaminacion
en el establecimiento y la recalcitrancia de los explantes en las fases de

multiplicacion y enraizamiento.

C. odorata se encuentra incluida en la lista de especies en riesgo sujeta a
proteccion especial en la NOM. 059 (SEMARNAT, 2010), razén por la cual su
conservacion, propagacion y uso sustentable cobra especial importancia
(Muellner et al, 2009). El presente trabajo tuvo el objetivo de desarrollar un
protocolo para la propagacién clonal de cinco genotipos selectos de C.
odorata, a través de 4pices y yemas axilares, para lo cual se probaron
diferentes medios de cultivo durante las fases de multiplicacion vy

enraizamiento.
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6.4. MATERIALES Y METODOS

6.4.1. Establecimiento

Material vegetal. Se utilizaron yemas y apice de plantas establecidas por
semilla. La semilla fue recolectada en mayo del 2012 de la familia 99 del
Huerto semillero del Campo Experimental EI Palmar, del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). La siembra se
realiz6 en abril de 2013 en el invernadero ubicado en el Colegio de
Postgraduados, Texcoco, estado de México. Como sustrato se usé una mezcla
de turba, agrolita y vermiculita (2:1:1) contenida en tubetes de polietileno de 1 |,
con la adicién de 10 gr de fertilizante de liberacion controlada por tubete. La
germinacion se inicié a los 15 dias, y se complet6 a los 35 dias, obteniendo un

95 % de germinacion.

Después de afio y medio la planta fue llevada al invernadero del Centro
Nacional de Recursos Genéticos (CNRG), Tepatitlan, Jalisco. Donde se le dio
un manejo de riegos frecuentes y con aplicacion foliar de fungicida ((:aptan® 1
g L") cada mes. Para estimular la formacién de material juvenil se realizaron
tres podas cada 2 meses a una altura de 6 cm sobre el cuello de raiz. Después
los brotes sin lignificar que tuvieron una longitud mayor a 25 cm y un diametro
de 1 cm, fueron recolectados y se eliminaron los foliolos. Finalmente, los brotes
se seccionaron en explantes de aproximadamente 5 cm de largo y llevados al

laboratorio.
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Tren de desinfeccion. Los explantes fueron lavados con jabon en agua
corriente por 10 min y se enjuagaron tres veces con agua destilada.
Enseguida, se dejaron 60 minutos en Captan® (3 g. L'l), se enjuagaron tres
veces con agua destilada, se trataron con etanol al 70 % durante un minuto y
se enjuagaron tres veces con agua destilada. Posteriormente, se dejaron en
inmersion en cloro al 30 % durante 18 minutos. Finalmente, en la campana de

flujo laminar se les dieron tres enjuagues con agua esteéril.

Preparacion de medios. Se probaron dos medios de cultivo, utilizando como
base el medio Murashigue y Skoog (MS) (1962) con 4.43 g L™. Al medio uno
(ME-1) se les adicionaron 9 de agar, 30 g L™ de sacarosa, 2 g L™ de carbén
activado, 1 g L™ de Polivinilpirrolidona (PVP) como antioxidante y 1 ml L™ de
Plant Preservative Mixture (PPM) como agente biocida. Para el medio dos (ME-
2), ademas de los anteriores, se le adicionaron 1 ml L™ de benciladenina (BA) y
0.01 ml L™ de &cido indolacético (AIA). El pH de los medios se ajusté a 5.7 y
mediante un despachador se vaciaron 10 ml de medio a los tubos de ensayo,

los cuales después fueron esterilizados.

Siembra de explantes. La siembra se realiz6 en condiciones asépticas en la
campana de flujo laminar. Las explantes se disectaron en cajas petri con bisturi
estériles, para obtener secciones nodales de 1 cm y cada seccion con una
yema. Se sembré un explante en cada tubo de ensayo, después fueron
sellados con parafilm y se etiquetaron. Posteriormente fueron colocados en la
camara de incubacion a 24+2 °C con un fotoperiodo de 16 horas luz, usando

lamparas de alégeno con una intensidad luminica de 28.05 pumol m-? s y 8
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horas de oscuridad. La siembra se realiz6 entre el 25 y 26 de mayo del 2015,
durante un mes se realizaron conteos y se determiné el porcentaje de

contaminacion, explantes vivos y muertos.

6.4.2. Fase de Multiplicacion

Material vegetal. Para ésta fase se utilizaron los brotes viables que se
desarrollaron en la fase de establecimiento. Se seleccionaron cinco familias (1,
5, 6, 39 y 59) para evaluar su respuesta a la multiplicacion en cinco medios de

cultivo.

Preparacion de medios. Se evaluaron cinco medios de cultivo: 1) Medio
Murashigue y Skoog (MS) (1962) (MM-1), 2) Medio MS adicionado con 0.5 ml
L" de BA y 0.05 ml L™ de acido naftalenacético (ANA) (MM-2), 3) Medio MS
adicionado con 1 ml L* de BA y 0.1 ml L™ de ANA (MM-3), 4) Medio MS
adicionado con 2 ml L™ de BA y 0.2 ml L* de ANA (MM-4) y 5) Medio MS
adicionado con 4 mI L™ de BAy 0.4 ml L™ de ANA (MM-5). A los cinco medios
anteriores se les adicionaron 9 g L™ de agar, 30 g L™ de sacarosay 2 g L™ de
carbon activado. EI pH de los medios se ajusto a 5.7 y mediante un
despachador se depositaron 10 ml de medio a los tubos de ensayo, los cuales

después fueron esterilizados.

Siembra de explantes. La siembra se realiz6 en condiciones asépticas en la
campana de flujo laminar. Las explantes se disectaron en cajas petri con bisturi
estériles, para obtener apices de 1 cm. Se sembrd un apice en cada tubo de

ensayo, después fueron sellados con parafilm y se etiquetaron. Posteriormente
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fueron colocados en la camara de incubacion a 24+2 °C con un fotoperiodo de
16 horas luz, usando lamparas de alégeno con una intensidad luminica de
28.05 pmol m-? s*. La siembra se realizd entre el 29 y 30 de junio del 2015,
durante dos mes se realizaron conteos diarios y se determiné el porcentaje de

contaminacion, cantidad de apices vivos, desarrollados y enraizados.

6.4.3. Fase de Enraizamiento

Material vegetal. En ésta fase se utilizaron los brotes, correspondientes a las
mismas familias probadas, que sobrevivieron y se desarrollaron en la fase de
establecimiento para evaluar su respuesta al enraizamiento en cinco medios

de cultivo.

Preparacion de medios. Se evaluaron cinco medios cultivo: 1) Medio
Murashigue y Skoog (MS) (MR-1) (1962), 2) Medio MS adicionado con 0.05 ml
L™* de &cido indolbutirico (AIB) y 0.05 ml L™ de ANA (MR-2), 3) Medio MS
adicionado con 0.1 ml L™ de AIB y 0.1 ml L™* de ANA (MR-3), 4) Medio MS
adicionado con 0.15 ml L™ de AIB y 0.15 ml L™* de ANA (MR-4) y 5) Medio MS
adicionado con 0.2 ml L™ de AIB y 0.2 ml L™ de ANA (MR-5). A los cinco
medios anteriores se les adicionaron 9 g L™ de agar, 30 g L™ de sacarosay 2 g
L™* de carbén activado. El pH de los medios se ajustd a 5.7 y mediante un
dispensador ajustable se depositaron 10 ml de medio a los tubos de ensayo,

los cuales después fueron esterilizados.

Siembra de explantes. La siembra se realiz6 en condiciones asépticas en la

campana de flujo laminar. Los explantes se disectaron en cajas petri con bisturi
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estéril para obtener apices de 1 cm. Se sembré un apice en cada tubo de
ensayo, después fueron sellados con vitafilm y se etiquetaron. Posteriormente
fueron colocados en la camara de incubacion a 2442 °C con un fotoperiodo de
16 horas luz, usando lamparas de alégeno con una intensidad luminica de
28.05 pmol m-s* y 8 horas de oscuridad. La siembra se realizé entre el 2y 3
de julio del 2015, durante dos mes se realizaron conteos y se determiné el
porcentaje de contaminacion, cantidad de apices vivos, desarrollados y

enraizados.

6.4.4. Disefio experimental

En todos los experimentos se utiliz6 un disefio completamente al azar con
arreglo factorial de tratamientos; para el establecimiento fue de 5x2 (cinco
familias y dos medios) con 40 repeticiones, para la multiplicacion y
enraizamiento fue de 5x5 (cinco familias y cinco medios de cultivo) con 10
repeticiones. Los datos registrados no cumplieron con los supuestos de
normalidad, por lo que previo al andlisis de varianza la variables de porcentaje
(Y) fue transformada con la funcién arcoseno de la raiz cuadrada del valor
original expresado en fraccién decimal [T=arcoseno(\Y)]. La variable nimero
de brotes fue transformada con la funcién logaritmo, [T=logio(Y)].
Posteriormente los valores promedio fueron re-transformados a las unidades
originales, con la funcion [Y=100 senoz(T)] para la variable porcentaje y con la
funcién [Y:10T] para la variable de conteo (Itoh et al., 2002; Syros et al., 2004,
Ruiz et al., 2005; Mufioz et al., 2009). Se realiz6 una comparacién multiple de
medias de Tukey (p<0.05). Los andlisis se realizaron con el programa

estadistico SAS para computadora personal (SAS, 2004).
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6.5. RESULTADOS

En la fase de establecimiento el efecto del medio de cultivo resultd significativo
(p=<0.05), en la supervivencia de los explantes. Para la fase de multiplicacion el
efecto del medio resulté significativo (p<0.05), en la supervivencia, en el
enraizamiento y en la longitud del brote. Mientras que el genotipo fue
significativo para la generacion de raiz. En la fase de enraizamiento el efecto
del medio resulté significativo (p<0.05) en Ila supervivencia y en el
enraizamiento, mientras que el genotipo fue significativo en la supervivencia
(Cuadro 6.1). Las interacciones entre los medios de cultivo y los genotipos no

fueron significativas en las diferentes fases de la propagacion in vitro.

6.5.1. Establecimiento
Con el ME-2 los porcentajes de supervivencia mejoraron en 10 %, respecto al
ME-1 (Cuadro 6.2). Mientras que el establecimiento de cinco familias

(genotipos) no presento diferencias significativas para la supervivencia.
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Cuadro 6.1. Valores de P del andlisis de varianza de

consideradas en el establecimiento,

enraizamiento in vitro de Cedrela odorata L.

las variables

multiplicacion vy

Brotes Brotes
Fuente de
o vivos enraizados Brotes Contaminacion (%)
variacion %) %)
numero longitud Hongos Bacterias Necr.
Establecimiento
Medio 0.045** 0.273 0.182 0.274 0.892 0.439 0.671
Geno 0.340 0.162 0.381 0.328 0.294 0.452 0.519
Medio*Geno  0.629 0.450 0.327 0.456 0.427 0.394 0.712
Multiplicacion
Medio 0.001** 0.004** - 0.003* - - -
Geno 0.239 0.034** - 0.080 - - -
Medio*Geno 0.728 0.483 - 0.159 , - -
Enraizamiento
Medio 0.008** 0.019** - 0.210 - - -
Geno 0.021** 0.384 - 0.328 - - -
Medio*Geno 0.259 0.317 - 0.539 - - -
** Con diferencias significativas (p<0.05). Necr.; necrosis; Geno: genotipo.
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Cuadro 6.2. Valores medio y error estandar para determinar el efecto del

medio de cultivo y el genotipo en la fase de establecimiento in

vitro de Cedrela odorata L.

Brotes Brotes Contaminacion (%)
Factor vivos
%) Numero  Longitud (cm) Hongos Bacterias Necr.
Medios
M-1 45+3b 1.18+09a 1.91+0.11a 6l1t5a 31+6a 8+3a
M-2 55+3a 1.23x0.5a 1.79+0.8a 68+7a 26+5a 6+2a
CV (%) 6.3 2.3 1.7 2.4 1-3 1-9
Genotipos

F-1 47+6a 1.23+t0.5a 1.81+0.5a 69+5a 24t6a 7424
F-5 45+4 a 1.15+0.5a 1.85+0.3a 65+4 a 26t4a 09+3a
F-6 57t5a 1.19+0.3a 1.90+0.5a 60+t6a 395t5a 5+3a
F-39 53+3a 1.21+0.4a 1.86x0.4a 66+3a 28+t4a @424
F-59 48+4 a 1.25+0.6a 1.83+0.3a 63+5a 29t3a g+2a
CV (%) 1.1 1.4 2.2 1.3 1.6 1.7
Promedio 50 1.205 1.85 64.5 28.5 7

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05).

M: medio, F: familia, CV: coeficiente de variacién, Necr.: necrosis.

En los porcentajes de contaminacibn no se presentaron diferencias

significativas. Sin embargo, la contaminacion de hongos fue dos veces mas

alta que la de bacterias y nueve veces mas que la necrosis (Cuadro 6.2).
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6.5.2. Fase de multiplicacién

El MM-3 fue significativamente superior en la supervivencia (100 %) de los
explantes y buen porcentaje de explantes con brotes, pero no favorecio el
desarrollo de raiz; mientras que el MM-4 present6 los valores mas bajos en
supervivencia, en generacion de brotes y de raiz (Cuadro 6.3). En elongacion
de los brotes el MM-5 fue significativamente superior en mas de 0.7 cm.
Cuadro 6.3. Valores medio y error estandar para determinar el efecto del

medio de cultivo y el genotipo en la fase de multiplicacion in vitro
de Cedrela odorata L.

Explantes (%) Brotes
Factor supervivencia Con brotes Con raiz Longitud (cm)
Medios

M-1 92+3 b 90+3 a 686 a 1.36+£0.29 b
M-2 85+5c 85+5 a 68+5 a 1.51+0.30 b
M-3 10040 a 904 a 6015 ab 1.55+0.27 b
M-4 806 c 754 b 52+7 b 2.02+0.31 ab
M-5 9612 b 95+2 a 7616 a 2.76+0.08 a
CV (%) 6.8 4.7 4.3 6.2

Genotipos
F-1 88+5 a 85+4 a 684 b 1.37+0.29 a
F-5 9612 a 8416 a 3618 c 1.49+0.28 a
F-6 92+3 a 904 a 6415 Db 1.98+0.33 a
F-39 92+3 a 92+3 a 7216 b 1.83+0.29 a
F-59 8415 a 84+5 a 8415 a 2.54+0.30 a
CV (%) 1.7 2.1 6.3 1.8
Promedio 90.4 87 64.8 1.84

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05).
M: medio, F: familia, CV: coeficiente de variacion.

125



En ésta fase el genotipo fue determinante en la generacion de raiz, siendo
significativamente superior la familia 59 en mas de 10 %. Mientras que no se
tuvo diferencias significativas en los porcentajes de supervivencia, en la

generacion y longitud de brotes.

6.5.3. Fase de enraizamiento

En ésta fase el medio de cultivo presento diferencias significativas en los
porcentajes de supervivencia y en la generacion de raiz. El MR-3 presento la
mayor supervivencia y fue significativamente superior en la generacion de raiz

en un 12 % (Cuadro 6.4).

En la supervivencia el genotipo presentd diferencias significativas, siendo la
familia 59 significativamente superior con un 8 %. Mientras que no se
encontraron diferencias significativas en los porcentajes de la generacion de
brotes y de raiz. En el caso de la longitud de brotes, el medio de cultivo y el

genotipo no presentaron diferencias significativas (Cuadro 6.4).
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Cuadro 6.4. Valores medio y error estandar para determinar el efecto del
medio de cultivo y el genotipo en la fase de enraizamiento in

vitro de Cedrela odorata L.

Explantes (%) Brotes
Factor
supervivencia Con brotes Con raiz Longitud (cm)
Medios

M-1 92+3 a 87+4 a 8015 Db 1.06+0.18 a
M-2 84+4 ab 815 a 764 b 1.13+0.19 a
M-3 96+2 a 92+3 a 92+3 a 1.20+0.11 a
M-4 92+4 a 855 a 765 b 1.50+0.18 a
M-5 8416 ab 7916 a 6416 b 1.76+0.19 a
CV (%) 3.6 2.2 5.8 1.9

Genotipos
F-1 885 b 855 a 80+6 a 1.11+0.18 a
F-5 886 ab 82+4 a 7615 a 1.21+0.19 a
F-6 884 b 86+3 a 80+4 a 1.27+0.18 a
F-39 884 b 8415 a 80+5 a 1.57+0.15 a
F-59 96+2 a 87+4 a 7216 a 1.49+0.17 a
CV (%) 4.7 1.5 2.0 1.8
Promedio 89.6 84.8 77.6 1.33

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05).

M: medio, F: familia, CV: coeficiente de variacion.
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6.6. DISCUSION

6.6.1. Establecimiento

En el establecimiento de yemas de C. odorata se obtuvo un 50 % de
supervivencia, probablemente la adicién del antioxidante (PVP) al medio de
cultivo evito el deterioro y muerte del tejido. Concepcion et al. (2005)
mencionan que la adicion de antioxidantes como el PVP propicia una menor
exudacion de compuestos fendlicos al medio de cultivo y que las yemas de
brotes juveniles poseen el menor contenido de fenoles. Azofeifa (2009)
menciona que el establecimiento in vitro especialmente en especies lefiosas
ésta limitado por la ocurrencia de la oxidacién de los explantes en el medio de
cultivo. También menciona que las principales estrategias para evitar o
disminuir los problemas oxidativos son: el uso de explantes juveniles,
subcultivos frecuentes, el uso de adsorbentes como el carbén activado, y de

antioxidantes, entre otros.

La contaminacion por hongos y bacterias se presento a pesar de los
tratmientos preventivos de desinfeccion y de la adicion al medio de PPM. En el
caso de cafa de azucar de acuerdo con Digonzelli et al. (2005) el uso de PPM
en concentraciéon de 0.25 ml L™ controlo la contaminacién por bacterias. De
acuerdo con Valverde et al. (2008) es frecuente observar la contaminacion de
bacterias en el cultivo in vitro de C. odorata, lo que los hace suponer una
presencia intracelular. En el caso de Cedrela salvadorensis (Standl) el mejor
método para la desinfeccion fue con cloro al 3 % por 10 minutos con s6lo un

10 % de contaminacién; aunque en éste caso se utilizaron materiales mas
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juveniles de s6lo 8 meses de edad (Soto et al., 2010). En nuestro trabajo,
probablemente la habilidad del operador al momento de la siembra pudo
generar la contaminaciéon en los medios, ademas, se debe considerar

incrementar la concentracion de PPM.

Se generaron un promedio de 1.2 brotes por explante con una longitud
promedio de 1.85 cm. De acuerdo con Pefia et al. (2010) la adicién de BA al
medio de cultivo estuvo relacionado con la mayor cantidad de brotes. Mientras
que la elongacion de los mismos se vio favorecida por la gran cantidad de

nitrdgeno y potasio que tiene el medio MS (Flores et al., 2011).

6.6.2. Fase de multiplicacion

En esta fase el 87 % de los explantes formaron brotes de 1.84 cm de largo. Lo
qgue pudo deberse a que el medio MS presenta altos contenidos de nitrégeno y
potasio que seguramente ayudaron a la elongacion (Flores et al., 2011). De
acuerdo con Rout et al. (2001) en Paulownia tomentosa la adicion de ANA al
medio de cultivo MS con BA, favorecio la tasa de multiplicacion y la elongacién
de los brotes. El genotipo no tuvo diferencias significativas en la respuesta a la
brotacién, pero si en la respuesta al enraizamiento. El carbon activado en el
medio de cultivo pudo haber favorecido el enraizamiento de los explantes. De
acuerdo con Basto et al. (2012), la adicién de carbén activado en el medio de
cultivo en Cedrela montana (Moritz ex Turcz) estimuld la formacion de raices
de los explantes. Ademas, Flores et al. (2011) menciona que el carbén

activado fomenta una mayor aireacién genera un medio oscuro que propicia el
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desarrollo de las raices y absorbe sustancias inhibidoras indeseables como el

etileno o los pigmentos toxicos.

6.6.3. Fase de enraizamiento

El 77.6 % de los explantes generaron raices, Millan et al. (2011) mencionan
que C. odorata presenta una buena capacidad de enraizamiento adn sin
auxinas. Pero la aplicacion exdgena de auxinas aumenta los porcentajes de
enraizamiento, siendo significativamente superior con la aplicacion de AIB en el
medio de cultivo. En un hibrido de almendro con durazno H1, Parada y Villegas
(2009) mencionan que al aumentar las concentraciones AIB se incremento el
namero de raices. Joshi et al. (2003) en un medio MS suplementado con 1mg
L™" de AIB obtuvieron un 75 % de enraizamiento en eucalipto. En brotes de
Swietenia macrophylla en un medio de cultivo MS al 50 % con diferentes
concentraciones de ANA, no se favorecié el enraizamiento (Carranza et al.,
2003). En la Figura 6.1 se muestran los resultados de la propagacién in vitro de

C. odorata, en las fases de establecimiento, multiplicacion y enraizamiento.
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Figura 6.1. Fase de establecimiento: A) corte de yemas, B) establecimiento de
yemas, C y D) crecimiento y desarrollo de brotes. Fase de
multiplicacion: E) corte de apices, F) establecimiento de apices, G)
crecimiento y desarrollo de brotes con raiz. Fase de enraizamiento:
H) corte de apices, 1) establecimiento de &pices, J) crecimiento de

apices y K) brotes con raices bien desarrolladas.
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6.7. CONCLUSIONES

En la fase de establecimiento el uso de materiales juveniles en el medio MS
adicionado con antioxidantes, biocidas y auxinas favorecio la supervivencia de
explantes. Para la fase de multiplicacion el medio MS adicionado con 1 ml Lt
de BAy 0.1 ml L™ de ANA fue significativamente superior en la supervivencia,
mientras que la elongacion de los brotes el uso del medio MS adicionado con 4
ml L™ de BA y 0.4 ml L™ de ANA fue significativamente superior. En la fase de
enraizamiento el medio MS adicionado con 0.1 ml L™ de AIB'y 0.1 ml L™ de
ANA presento la mayor supervivencia y fue significativamente superior en la
generacion de raiz en un 12 %. Por lo que se puede concluir que el efecto del
medio de cultivo y el genotipo es determinante para la propagacion in vitro de

C. odorata.
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CAPITULO VI

CALIDAD FiSICA Y FISIOLOGICA EN SEMILLAS DE DIEZ FAMILIAS DE
Cedrela odorata L. Y EL EFECTO DE LA ESCARIFICACION DESPUES DE
12 MESES DE ALMACENAMIENTO

7.1. RESUMEN
Cedrela odorata L. tiene semillas con caracteristicas subortodoxas que toleran
contenidos de humedad hasta del 5 % pero su viabilidad disminuye pronto en
el almacenamiento. El objetivo fue evaluar el efecto de la escarificacion sobre
la germinacién de diez familias de C. odorata del Huerto Semillero del Campo
Experimental ElI Palmar, ubicado en Tezonapa, Veracruz. Las semillas con 12
meses de almacenamiento se les realizaron evaluaciones de pureza de
semillas, numero de semillas por kilogramo y contenido de humedad, prueba
de rayos X, analisis de viabilidad y prueba de germinacion considerando el
efecto de la escarificacion en un ambiente controlado. Se utilizd6 un disefio
completamente al azar con arreglo factorial de 2x10 con 15 repeticiones de 20
semillas por familia. Las semillas de las diez familias tuvieron un contenido de
humedad de 6.15 % y presentaron buena viabilidad (97.7 %) y germinacion de
87.7 %. En el tratamiento de escarificacion no se encontraron diferencias
significativas en los porcentajes de germinacion entre semillas con
escarificacion (66 %) y sin escarificacion (77 %). Por interaccion las familias 39,
110, 11, 99, 45, 6 y 1 presentaron significativamente mayor porcentaje de
germinacion sin escarificacion. Después de 12 meses de almacenamiento las
semillas presentaron un contenido de humedad bajo, pero no afect6 la

viabilidad ni la germinacién y el efecto de la escarificacién no fue significativo.
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Palabras clave: viabilidad, germinacion, almacenamiento y contenido de

humedad.

PHYSICAL AND PHYSIOLOGICAL QUALITY OF SEEDS OF TEN FAMILIES
OF Cedrela odorata L. AND THE EFFECT OF SCARIFICATION AFTER
TWELVE MONTHS OF STORAGE

7.2. ABSTRACT
Cedrela odorata L. seeds with orthodox sub tolerant features moisture contents
up to 5 % but decreases quickly viability during storage. The objective was to
evaluate the effect of scarification on germination of ten families of C. odorata
seed orchard of Experimental El Palmar, located in Tezonapa, Veracruz. Seeds
with 12 months of storage assessments were performed purity of seeds,
number of seeds per kilogram and moisture content, X-ray test, analysis of
viability and germination test considering the effect of scarification in a
controlled environment. The design was completely randomized 2x10 factorial
arrangement with 15 repetitions of 20 seeds per family. Seeds of ten families
had a moisture content of 6.15 % and showed good viability (97.7 %) and
germination (87.7 %). In the treatment of scarification was no significant
difference in the percentage of germination from seed scarification (65.88 %)
and without scarification (76.97 %). In the interaction families 39, 110, 11, 99,
45, 6 and 1 had significantly higher percentage of germination without
scarification. After twelve months of storage seeds had low moisture content,
but did not affect the viability or germination and scarifying effect was not

significant.
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7.3. INTRODUCCION

Cedrela odorata L. (cedro rojo) es la especies mas utilizada para plantaciones
comerciales (CONAFOR, 2015), se propaga principalmente por semilla, la cual
disminuye su viabilidad en semanas después de madura; pero almacenadas
adecuadamente se conserva por varios meses. Bonner y Vozzo (1987)
mencionan que se considera una especie con semillas subortodoxas por su
resistencia al almacenamiento a temperatura de 5°C y su tolerancia a la
deshidratacion hasta de 5 % en el contenido de humedad (Magnitskiy y Plaza,

2007). Pero se ve afectada su germinaciéon después de dos afos.

Para abastecer la demanda creciente de plantas para plantaciones
comerciales, es necesario contar con germoplasma de origen genético
conocido y adaptado a las condiciones ambientales de la zona (Sanchez et al.,
2003). Ademas se deben realizar estudios sobre la calidad de semillas y
tratamientos de escarificacion para reducir el tiempo de germinacién y obtener
un mayor namero de plantas en menor tiempo y de manera uniforme (Quinto et

al., 2009).

Una semilla que tiene la capacidad de germinar y producir una planta normal
en el menor tiempo es de mejor calidad, y es resultado de factores genéticos,
fisicos, fisioldgicos y sanitarios (Salinas et al., 2001). Mediante un analisis de

semillas se estudian las caracteristicas fisicas y fisiologicas de un lote; estos
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analisis se realizan de acuerdo a normas internacionales (ISTA, 2005). Entre
los mas importantes esta el contenido de humedad, que es la pérdida de peso
cuando se seca, y se expresa en porcentaje, y con base en éste se decide si
un lote de semilla estd en condicidbn de almacenarse 0 necesita perder mas
humedad (ISTA, 2005). En cuanto a la pureza fisica y el nimero de semillas
por kilogramo, ayuda a determinar la cantidad de semilla en kilogramos que se

necesitaran para planear una produccion en vivero.

La calidad fisiologica de un lote de semillas revela los porcentajes de vigor y su
potencial de germinacion. El vigor es la capacidad que tiene una semilla para
germinar y producir una planta normal, y estd determinada por el genotipo y
modificada por el ambiente (ISTA, 2005). Mientras que la germinacion es la
reanudacion del crecimiento y desarrollo del embrién para originar una planta
normal bajo condiciones favorables. Para evaluar la viabilidad, también se
pueden realizar analisis de rayos X de las semillas para obtener una imagen
interna y determinar el porcentaje de semillas llenas, vacias y dafiadas. Una
semilla viable puede no germinar por presentar latencia, y cuando esta es del
tipo fisica, el agua y oxigeno no entran facilmente a la semilla por tener una
testa gruesa (Baskin y Baskin. 2004). Un método para romper esta latencia
fisica y lograr mayor germinacion es la escarificacion, que consiste en degradar

la testa o romperla con un material abrasivo o cortante (Chan et al., (2012).

El objetivo fue evaluar el efecto de la escarificacion sobre la germinacién de

diez familias de Cedrela odorata. Con el propésito de conocer la calidad en las
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semillas del Huerto Semillero ubicado en El Campo experimental ElI Palmar, en

Tezonapa, Veracruz.

7.4. METERIALES Y METODOS

7.4.1. Origen de las semillas

Se evaluaron semillas de 10 familias del Huerto Semillero de Cedrela odorata
L. que se ubica dentro del Campo Experimental El Palmar (18° 32’ L.N., 96° 47’
L.W.; 180 msnm), del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), que se localiza en el Municipio de Tezonapa,
en el Estado de Veracruz (Sanchez et al, 2003). De acuerdo con los datos de
la estacion meteoroldgica, el clima en el sitio es calido himedo con lluvias en
verano, con una precipitacibn media de 2,888 mm anuales y temperatura
media anual de 24.4 °C. Los suelos son de tipo Acrisol, profundos y de buen
drenaje, de textura de migajon arcillo-arenoso y pH de 4.8 (Sanchez y

Velazquez, 1998).

Las semillas se recolectaron en marzo del 2014 del Huerto semillero del
Campo Experimental EI Palmar. EI Huerto semillero se obtuvo a partir de un
ensayo de procedencias-progenie, como parte de la estrategia del
mejoramiento genético en Cedrela odorata L. del INIFAP. Las semillas se
mantuvieron en refrigeracion a 4°C. Los analisis de calidad fisica y fisioldgica
de las semillas se realizaron en las instalaciones del laboratorio agricola-
forestal, seccion semillas ortodoxas del Centro Nacional de Recursos

Genéticos (CNRG) del INIFAP, en Tepatitlan de Morelos, Jalisco.
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7.4.2. Andlisis de calidad fisica de semillas de Cedrela odorata

Para determinar la pureza de la semilla, se peso el total de las muestras de
cada familia. Posteriormente se separ6 la muestra en semillas llenas, vacias e
incompletas y materia inerte. Después las semillas llenas fueron desprovistas
del ala (Figura 7.1). Se pesO cada componente y se calculd su respectivo

porcentaje (ISTA, 2005).

Para obtener el nimero de semillas por kilogramo, de acuerdo con Gonzélez
(1991) y Sautu et al. (2006) se pesaron y contaron ocho repeticiones de 100
semillas de cada familia. Después con la media se estim6 el numero de

semillas en un kilogramo.

Para determinar el contenido de humedad se pes6é un gramo de semillas para
cada familia, el cual fue puesto en un determinador de humedad AND modelo
MS-70 a 130 °C. En forma automética tomo el peso inicial y el peso después

del secado e hizo la resta; el resultado se expreso en porcentaje.

7.4.3. Andlisis de calidad fisiolégica de semillas de C. odorata

Para el analisis de viabilidad se utilizé la prueba de tetrazolio (Enescu, 1991),
para lo cual se tomaron al azar 100 semillas llenas de cada familia, puestas en
imbibicidon con agua destilada por 24 horas Posteriormente las semillas fueron
colocadas en una solucion de tetrazolio al 1 % por un periodo de 24 horas en
una incubadora de conveccién forzada Binder modelo BD-115 a 30 °C
constante. La viabilidad de las semillas se determiné en funcién del patron de

tincion del embrién y la intensidad de la coloracion (Figura 7.1).
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Para el andlisis de rayos X se us6 un Faxitron modelo MS-20. Se tomaron al
azar 100 semillas por familia y se colocaron en una placa plastica 25 semillas.
Dentro de la camara del aparato las semillas fueron expuestas 10 segundos
con un potencial de 20 kV de energia (Sosa et al., 2012). Las imagenes fueron
guardadas en el software del equipo para ser evaluadas. Se realizaron conteos
de semillas llenas, vacias, dafiadas por insectos y con dafios fisicos (Figura
7.1). Como ésta prueba no dafia las semillas, fueron empleadas para la prueba

de germinacion.

Para la prueba de germinacién las semillas se colocaron al azar sobre papel
filtro previamente humedecido con agua destilada colocado en cajas de acrilico
(16x11x7 cm) herméticamente cerradas. Se utilizé un disefio completamente al
azar con cuatro repeticiones de 25 semillas por familia, 5 hileras de 5 semillas
(Figura 7.1).). Las cajas fueron colocadas en una camara de ambiente
controlado, a una temperatura de 2512 °C y una humedad relativa de 70 %. Se
establecié el 10 de marzo de 2015. Una semilla fue considerada germinada

cuando formé una plantula normal.
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Figura 7.1. A) Limpieza de semillas. B) Colocacién de semillas en el equipo de
rayos X estandar Faxitron modelo MS-20. C) Imagen de semillas
en rayos X. D) Prueba de tetrazolio. E) Semilla tefiida con
tetrazolio, observada por estereoscopio electronico. F) semillas en
cajas de acrilico sobre papel filtro humedecidas con agua

destilada para la prueba de germinacion.

7.4.4. Evaluacion de semillas de Cedrela odorata con escarificaciéon

Con el objetivo de evaluar los andlisis de laboratorio, se realizé una segunda
prueba de germinacién en charolas (9x8x6 cm) con sustrato en un ambiente
controlado. Se utilizaron 300 semillas de cada una de las 10 familias con un
tratamiento de escarificacion y el testigo. Para la escarificacion se utilizé un
bisturi previamente esterilizado con el cual se realizaron cortes longitudinales
para romper la testa y el tegmen de la semilla y permitir el paso del agua de
manera mas rapida.
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Se utilizo sustrato de turba mezcla 3 Sunshine® previamente esterilizado, el
cual fue regado a capacidad de campo y colocado en las charolas en una capa
de 3 cm de espesor. Las charolas fueron colocadas en una camara de
ambiente controlado, a una temperatura de 25+2 °C y una humedad relativa de
55 %. Se realizaron riegos constantes con agua destilada. Después de la
primera emergencia se realizaron conteos diarios, hasta el dia 28. En cada
charola se colocaron 20 semillas a un distanciamiento de un 1 cm entre
semillas e hileras, a una profundidad de 0.5 cm. Se establecié del 2 al 5 de

marzo de 2015.

Para las pruebas de germinacion se registr6 el inicio de germinacion en dias y
conteos diarios, y se determiné el porcentaje de germinacion considerando
s6lo plantulas normales, Ademas se calculdé la velocidad de germinacion
definida como la relacion del namero de semillas germinadas con el tiempo de
germinacion (Maguire, 1962). Ademas de acuerdo con Sosa et al. (2012) se
calculo el tiempo medio para obtener el 50 % de semillas germinadas en dias.
De acuerdo a las normas de la ISTA (2005), el primer conteo se realizé el dia 7

y el tltimo fue a los 28 dias.

7.4.5. Disefio y Anédlisis experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial de 2x10 (dos
tratamientos de escarificacion y diez familias) con 15 repeticiones, la uniad
experimental consta de 20 semillas. Los datos no cumplieron con los
supuestos de normalidad; asi que previo al andlisis de varianza las variables

en porcentaje (Y) fueron transformadas con la funcion arcoseno de la raiz
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cuadrada del valor original expresado en fraccién decimal [T=arcoseno(\NY)].
Posteriormente, los valores promedio fueron re-transformados a las unidades
originales, con la funcion [Y=100 senoZ(T)]. Los andlisis de varianza se
realizaron con el programa estadistico SAS para computadora personal (SAS,

2004), con una comparacion multiple de medias de Tukey (p<0.05).

De acuerdo con el disefio experimental, para el analisis se utilizé el modelo
lineal siguiente (1):

Yij= U+ Fi + Ej + FEj + g

Donde: Yj= variable respuesta del j-€simo genotipo, con el k-ésimo tratamiento
de escarificacion; p4 = media general; F; = efecto aleatorio del i-ésimo genotipo
(diez familias); E; = efecto aleatorio del j-ésimo tratamiento de escarificacion
(con escarificacion y sin escarificacion); FE; = efecto de la interaccion entre el j-
ésimo tratamiento de escarificacion en el i-€simo genotipo; y €;; = error aleatorio
correspondiente a la observacion Yj. Con este modelo se obtuvieron los

estimadores de varianza y del error para cada caracteristica de interés.
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7.5.1. Calidad fisicay fisiol6égica de semillas de C. odorata

7.5. RESULTADOS

En promedio se obtuvo 74, 703 semillas por kilogramo, entre familias se

determind un minimo de 58,303 y un maximo de 108,189 semillas, siendo un

rango muy amplia entre las familias evaluadas (Cuadro 7.1). En el caso de

pureza se tuvo un rango del 88 al 91 %, lo que representa un 10 % de basuras

conformada por semillas incompletas y materia inerte. Entre las impurezas

encontradas en los lotes de semillas estuvieron trozos de ramas, hojas, frutos y

piedras.

Cuadro 7.1. Caracteristicas fisicas y fisiolégicas de las semillas de diez

familias de Cedrela odorata L.

Eamilia Semillas Pureza Contenido de Viabilidad Germinacion
por Kg™ (%) humedad (%) (%) (%, EE)
5 68212 90.77 6.333 100 85+5.16 cd
110 64963 87.28 6.362 100 94+9.52 a
1 69169 91.60 5.863 99 90+5.16 abc
26 71599 88.98 6.430 99 92+3.27 ab
39 58995 89.13 6.057 99 89+3.83abcd
6 77300 88.91 6.325 98 86+4.62 bcd
11 108189 91.03 6.224 98 91+8.87 ab
59 58303 88.13 5.937 98 86+2.31 bcd
99 75479 88.80 5.172 94 78+6.83 d
45 94827 88.24 6.830 92 88+6.53abcd
Promedio 7470314973 89.28+2.47 6.153+0.139 97.7 87.9+1.42
CV (%) 6.88
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0.05).

EE: error estandar, CV: coeficiente de variacion.

El contenido de humedad de las semillas fue bajo para todas las familias. En
promedio fue de 6.1 % de contenido de humedad. Aunque se obtuvo un
minimo de 5.1 %. La viabilidad se mantuvo por encima del 90 % a pesar del
contenido de humedad tan bajo, indicando que las semillas se mantienen vivas
aun en esas condiciones de humedad, por lo que la semilla cae en la categoria
de subortodoxa segun la clasificacion de Bonner y Vozzo (1987). Las familias 5
y 110 presentaron el 100 % de viabilidad, mientras que las familias 45 y 99 una

viabilidad menor al 95 % (Cuadro 7.1).

En la prueba de germinacion hubo diferencias significativas (p<0.05) entre las
familias de las semillas. La familia 110 fue la de mayor porcentaje de
germinacion con 94 %, y la familia 99 presentd el porcentaje menor de
germinacion ( <80 %). Las demas familias tuvieron porcentajes de germinacion
mayores al 80 % y no se encontrd relacion del contenido de humedad y las

pruebas de viabilidad y germinacion.

Basado en la prueba de rayos X, no hubo diferencias significativas entre las
familias en el porcentaje de semillas llenas, semillas vacias y semillas dafiadas
fisicamente (Cuadro 7.2). Sin embargo, hay diferencias significativas para el
porcentaje de semillas dafladas por insectos, siendo la familia 11 la que
presentd el mayor dafio con un 3 %. El 95.7 % de las semillas llenas

presentaron estructuras internas desarrolladas.
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Cuadro 7.2. Porcentaje y error estandar de semillas llenas, vacias, dafiadas
por insectos y con dafios fisicos de Cedrela odorata L. mediante

la prueba de rayos X

. . Semillas . N
. Semillas Semillas ~ Semillas dafiadas
Familia . dafadas por .
llenas (%) vacias (%) . fisicamente (%)
insectos (%)

1 98+2.31 a 0+0.00 a 0+0.00 a 2+2.31 a
110 98+2.31 a 0+0.00 a 0+0.00 a 2+2.31 a
6 97+1.89 a 24231 a 0+0.00 a 1+2.00 a
26 97+3.83 a 0+0.00 a 0+0.00 a 3+3.83 a
39 96+3.27 a 1+2.00 a 0£0.00 a 3+2.00 a

5 95+3.83 a 0+0.00 a 0£0.00 a 5+3.83 a
45 95+2.00 a 0£0.00 a 2+2.31 ab 3+3.83 a
59 94+4.00 a 0£0.00 a 0£0.00 a 6+4.00 a
99 94+4.00 a 0£0.00 a 0£0.00 a 6+4.00 a
11 93+3.83 a 1+2.00 a 3+2.00 b 3+3.83 a
Promedio 95.7+0.55 0.4+0.22 0.5+0.34 3.4+0.54

CV (%) 3.38 2.88 1.93 9.72

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0.05).

CV: coeficiente de variacion.

Con la prueba de rayos X se determind que mas del 95 % de las semillas se
encontraron llenas. El dafio fisico fue el que mas afecto las semillas, ya que al
revisar las imagenes mas del 3 % de las semillas se encontraron quebradas y
s6lo un 0.5 % el dafio fue ocasionado por insectos. En el caso de semillas

vacias fue la variable que obtuvo menor porcentaje.

150



7.5.2. Germinacion de semillas de C. odorata con escarificacion

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los las familias y los
tratamientos de escarificacion para los porcentajes de germinacion y en la
interaccion entre los factores. La germinacion de las semillas con escarificacion
inicio en promedio tres dias antes que las semillas sin escarificacion. Las
semillas con escarificacion para lograr el 50 % de semillas germinadas
tardaron 11.6 dias en promedio, mientras que las semillas sin escarificacion lo

hicieron a los 14.3 dias (Cuadro 7.3).

En la velocidad de germinacion no hubo diferencias significativas (p<0.05) en
los tratamientos de escarificacion, sin embargo si hay diferencias marcadas
entre familias. Lo mismo sucede para el porcentaje de germinacion. Ya que en
el promedio de los tratamientos no presentaron diferencias significativas
(p<0.05). Sin embargo, la interaccion familia por escarificacion presento

diferencias significativas (p<0.05).

En las familias 39, 110, 11, 99, 45, 6 y 1 fue significativamente mayor el
porcentaje de germinacion sin escarificacion. Mientras que en las familias 5, 26
y 59 no se encontraron diferencias significativas en el efecto del genotipo en

los porcentajes de germinacion con los tratamientos de escarificacion.
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Cuadro 7.3. Porcentaje de germinacion, velocidad de germinacién y tiempo

medio a 50% de germinacion (T50%) e inicio de germinacion de

semillas de Cedrela odorata L.

Inicio de o Velocidad T50%
Germinacion
Familia  Tratamiento germinacion germinativa (dias)
(%, EE)
(dias) (%)

39 Sin 7 92.05+2.13 a 15.49 14.1
39 Escarificada 5 84.88+4.09 ab 21.67 9.6
110 Sin 7 85.33+4.13 ab 11.96 13.1
110 Escarificada 5 78.00£6.27 bc 14.43 10.0
5 Sin 7 83.85+4.69 ab 12.38 15.2
5 Escarificada 5 85.30+4.13 ab 13.79 16.1
26 Sin 8 85.03+4.08 ab 21.13 14.2
26 Escarificada 6 84.53+4.19 ab 26.43 11.9
59 Sin 8 84.10+4.46 ab 13.78 12.8
59 Escarificada 5 84.63+4.11 ab 19.31 11.2
11 Sin 10 84.28+4.18 ab 4.43 14.1
11 Escarificada 5 77.25+6.60 cd 5.16 11.0
99 Sin 9 68.65+6.27 cd 25.48 13.9
99 Escarificada 6 48.25+6.24 e 20.69 11.5
45 Sin 10 77.60+6.41 bc 9.90 12.8
45 Escarificada 5 37.6+6.41 ef 5.27 13.9

6 Sin 12 64.43+4.24 d 8.05 16.5
6 Escarificada 6 43.5+5.07 ef 8.14 9.8

1 Sin 9 44.35+4.28 ef 7.98 16.3

1 Escarificada 5 34.83+4.10 f 10.27 11.5

Escarificada 5.3+0.48 a 65.88+21.47 a 1451+7.35a 11.6+1.00 a
Promedio
Sin 8.7£1.64 b 76.97+£14.20 a 13.05t6.35a 14.3+1.33 b
CV (%) 17.24 25.48 49.82 13.07

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0.05).

EE: error estandar, CV: coeficiente de variacion, Sin: sin escarificacion.
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7.6. DISCUSION

7.6.1. Calidad fisicay fisiologica de semillas de C. odorata

El contenido de humedad de C. odorata fue igual al logrado por Quinto et al.
(2009), pero en éste ultima investigacion la germinacion fue muy baja (58 %).
Por lo que segun Garcia y Abdelnour (2013) la especie presenta semillas
ortodoxas, ya que de acuerdo a Magnitskiy y Plaza (2007) las semillas
ortodoxas toleran hasta un 5 % en el contenido de humedad, pero Bonner y
Vozzo (1987) la clasifican como subortodoxa ya que no presenta viabilidad tan

larga como las verdaderas ortodoxas incluso bajo refrigeracion.

La alta viabilidad en semillas de las 10 familias fue superior al 90 % a un afio
de almacenamiento y coincide con lo encontrado por Quinto et al. (2001). De
acuerdo con Garcia y Abdelnour (2013) la viabilidad de ésta especie disminuye
rapidamente en un mes cuando se almacena a 24 °C promedio, pero
almacenada a 5 °C de temperatura y 7 % de contenido de humedad mantiene
una viabilidad mayor al 50 % por dos afios. Mientras que Pinna et al. (2014)
menciona que puede haber cambios en los porcentajes de viabilidad de un afio
a otro segun el desarrollo del embrién, lo que puede modificarse por factores

ambientales como la temperatura y la disponibilidad de agua.

En la prueba de germinaciéon se obtuvo una germinacion de 87.9 %, lo cual
proporciona estimaciones del potencial maximo de las diferentes familias para
la produccién de plantulas bajo condiciones ambientales favorables. Y es muy

superior a lo encontrado por Quinto et al. (2009) en un 50 %. Ademas
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menciona que la temperatura es importante en el proceso de germinacion y
debe ser lo méas cercano a lo registrado en un ambiente tropical. Mencionan El-
Kassaby y Edwards (1998) que la prueba de germinacion puede resultar alta,
ya que no se evalla en condiciones de estrés como sucede al germinar en el

bosque.

Las semillas de todas las familias presentaron mas del 90 % de semillas llenas
con sus estructuras internas completas, mientras que un 0.4 % presento
semillas vacias. Lo cual puede ser explicado por el manejo que recibe el huerto
semillero, como son sus deshierbes y fertilizacion, lo que favorecié la madurez
de las semillas, y que son arboles maduros de 21 afios, cuya produccion de
polen es adecuada para lograr semilla de calidad. Ademéas en el huerto
semillero se tiene alta diversidad genética ya que se presentan familias de
diversos origenes geograficos del Estado de Veracruz. Lo que coincide con lo
mencionado por Scatena et al. (2006) que el desarrollo de semillas esta
condicionado por factores ambientales, entre los que se incluye la produccion

de polen viable.

En cuanto a las semillas con dafio fisico puede ser explicado por el método de
recolecta y el beneficio de semillas, de acuerdo con Mendizabal et al. (2012) la
recolecta manual puede causar dafios leves a las semillas. En el caso del dafio
por insectos, no fue importante, porque solo el 0.5 % de las semillas fue

dafada por Hypsipyla grandella.
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7.6.2. Germinacion de semillas de C. odorata con escarificacion

Las semillas con escarificacion iniciaron el proceso de germinacién en
promedio tres dias antes que las semillas sin escarificacion (8.7) a 25 °C,
Quinto et al. (2009), menciona que a los siete dias inicia la germinacién de C.
odorata en ambiente controlado a 28 °C. Esto puede ser explicado por que
segun Wada y Reed (2011), la escarificacion acelera el proceso de
germinacion ya que al realizar un corte a la testa, ésta ya no impide el paso de
agua que inmediatamente hidratara el embrion para iniciar el proceso de
germinacion. Wang et al. (2015) menciona que la germinacién comienza con la

absorcion de agua por la semilla (imbibicién).

En los porcentaje de germinacion no se encontraron diferencias significativas
entre las semillas con escarificacion (65.88 %) y sin escarificacion (76.97 %).
De acuerdo con Quinto et al. (2009) en semillas de C. odorata sometidas a
inmersion en agua de coco de diferente maduracion si encontré diferencias
significativas en los porcentajes de germinacion. Mientras que Navarro et al.
(2008) al aplicar tratamientos de escarificacion en dos especies de Mammillaria
sp. no encontré diferencias significativas en los porcentajes de germinacion

entre tratamientos.

Sin embargo, Vilela y Ravetta (2001) menciona que para Prosopis L. todos los
tratamientos de escarificacion promovieron la germinacion, excepto los
tratamientos quimico y térmico. Mientras que Ribeiro y Costa (2015)
mencionan que el aumento de la germinacion en semillas de Myrsine parvifolia

A. con escarificacion puede estar relacionado con la reduccion de inhibidores
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de la germinacion presentes en la testa como el acido abscisico (ABA). Pérez
(2004) menciona que la escarificacion total o parcial de la cubierta de la semilla
en varias especies puede liberar inhibidores y suministrar oxigeno al embrion.
Chan et al. (2012) menciona como suficiente el remojo en agua por 6 horas de
semillas de Cedrela odorata para incrementa el porcentaje de germinacion en

un 15 %.

En los porcentajes de germinacion se encontraron diferencias significativas en
la interaccion familia por tratamiento, lo cual es consistente con Navarro et al.
(2008) que no encontraron diferencias entre tratamientos de escarificacion
pero si entre especies. La diferencia de porcentajes de germinacion entre
familias segan Mamo et al. (2006) puede ser atribuible al factor genético como

es el tamafno de la semilla.

Otro factor que influy6 en la germinacion pudo ser el contenido de humedad de
las semillas. Quinto et al. (2009) con 8.3 % de contenido de humedad en
semillas de C. odorata obtuvo un porcentaje de 21.3 % en promedio de
germinacion en todos sus tratamientos. Mientras que Sautu et al. (2006) en
semillas de C. odorata con un contenido de humedad de 38.58 % obtuvo un 58
% de germinacién con 12 meses de almacenamiento. Estos porcentajes son
menores a los obtenidos en esta investigacion con mas del 65 % de
germinacion en los tratamientos. Aunque las familias 99 y 45 con el contenido
de humedad menor (5.172 %) y mayor (6.830 %) respectivamente presentaron

porcentajes de germinacion menores al 50 %. Pero no se detectd relacién
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entre el contenido de humedad y los valores de viabilidad y germinacion en

este estudio.

En la velocidad de germinacion no se presentaron diferencias significativas, sin
embargo fue mejor la de escarificacion. Navarro et al (2008), encontré
diferencias significativas en la velocidad de germinacion y fue mayor con el
tratamiento de acido sulfurico. En semillas con escarificacion se obtuvo en
menor tiempo para lograr el 50 % de la germinacién, esto puede ser explicado

porque la germinacioén inicié en menor tiempo en las semillas escarificadas.

7.7. CONCLUSIONES

Las semillas de Cedrela odorata L. después de un afio de almacenamiento (4
°C) presentaron buena calidad y no afect6 la viabilidad ni la germinacion. Las
semillas de diez familias presentaron un contenido de humedad de 6.15 %, y
una viabilidad del 97.7 % en promedio, por lo que se contd con semilla viva. En
la prueba de germinacién el 87.9 % de las semillas formaron plantulas
normales. El tratamiento de escarificacibon impacté la velocidad de
germinacion, ya que las semillas con escarificacion iniciaron la germinaron tres
dias antes que las semillas sin escarificacion. No asi la capacidad germinativa,

aunqgue hubo familias que la capacidad germinativa se mejoro.
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CAPITULO VIII

GERMINACION IN VITRO DE SEMILLAS DE Cedrela odorata L.

8.1 RESUMEN
La especie mas importante para la industria forestal del pais es Cedrela
odorata L. Sin embargo, los problemas con plagas, la baja produccion de
semillas y la baja viabilidad durante el almacenamiento ponen en riesgo a la
especie. Es necesario evaluar técnicas para la germinacién in vitro para
obtener material aséptico para generar protocolos para la propagacion masiva
de materiales selectos. Ademas se evalud el efecto de la escarificacion en
semillas de nueve familias superiores de un huerto semillero sexual y su
germinacion en diez medios de cultivo. Se prepararon cinco medios: medio B5,
agua destilada, WPM, SH y MS. De los cuales se preparé una réplica a lo que
se les adicion6 carbon activado para obtener diez medios. La escarificacion de
semillas fue el mejor tratamiento con un 52.8 % de germinacion y presento la
menor contaminacion. El medio MS més carbdén activado fue donde se obtuvo
la mayor germinacion con 59.5 %. Se presentaron diferencias significativas
entre familias para la germinacién y contaminacion. En las interacciones entre
los factores, la escarificacion de las semillas en el medio MS con carbon
activado fue la mejor interaccién para la germinacién. La mejor germinacion se

encontrd en tres familias usando el medio MS con carbén activado.

Palabras clave: propagacion, carbon activado, multiplicacion.
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IN VITRO GERMINATION SEED Cedrela odorata L.

8.2 ABSTRACT
The most important forest industry species is Cedrela odorata L. However,
problems with pests, low production and low seed viability during storage
threaten the species. Techniques for in vitro germination for aseptic material to
generate protocols for mass propagation of selected materials need to be
developed. In addition, the effect of seed scarification on nine families of sexual
germination from a seed orchard and ten culture media were tested. Five
culture mediums were prepared: B5 medium, distilled water, WPM, SH and MS.
A replica with added activated charcoal for the ten medium was prepared. Seed
scarification was the best treatment with 52.8 % germination and showed the
lowest contamination. MS medium with activated carbon had highest
percentage of germination (59.5 %). Significant differences between families for
germination and contamination occurred. In the interactions between factors,
seed scarification on MS medium with activated carbon was the best interaction
for germination. The best germination was found in three families using MS

medium with activated charcoal.

Keywords: propagation, activated carbon, multiplication.
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8.3 INTRODUCCION

Cedrela odorata L. es una de las especie mas atractivas por su rentabilidad
economica (Ramirez et al., 2008), lo que la convierte en la de mayor
importancia comercial para la industria forestal de México (Quinto et al., 2009).
Actualmente se encuentra incluida en la lista de especies en riesgo sujeta a
proteccion especial en la NOM. 059 (SEMARNAT, 2010), razon por la cual su
conservacion, propagacion y uso sustentable cobra especial importancia

(Muellner et al., 2009).

Rodriguez y Diaz (2011) mencionan que los principales problemas que limitan
el éxito de ésta especie son: la baja produccion de semillas, la susceptibilidad
al ataque de Hypsipyla grandella Zeller, la dispersion corta de sus semillas y la
baja viabilidad durante el almacenamiento. C. odorata se propaga

naturalmente por semillas (Magnitskiy y Plaza, 2007).

La cubierta seminal protege a la semilla de los factores ambientales adversos y
puede inhibir la germinacién al impedir la entrada de agua y oxigeno (Ribeiro y
Costa, 2015). Para romper la latencia de tipo fisica, acelerar la germinacién y
lograr mayores porcentajes de germinacion se utilizan técnicas de

escarificacion (Pérez, 2004; Wada y Reed, 2011).

Para algunas especies, la germinacién in vitro es la Unica forma de originar
plantulas normales (Damon et al., 2004). Segin Bueno et al. (2009) la

germinacion in vitro permite obtener material vegetal para el establecimiento de
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protocolos de propagacion masiva. Donde a partir de estos explantes se
pueden generan plantulas sanas, libres de patégenos (Gutiérrez et al., 2008).
La importancia de realizar la germinacion in vitro en C. odorata reside en que
se utilizan los explantes estériles para probar niveles de auxinas para la
realizar embriogénesis somatica y organogénesis directa e indirecta, para

generar los protocolos para la especie (Hartmann et al., 2001).

La respuesta de las semillas a las condiciones in vitro son muy diferentes a la
respuesta a las condiciones naturales (Damon et al., 2004), por lo que es
necesaria la evaluacion de diferentes medios de cultivo para encontrar los
requerimientos Optimos de nutrientes necesarios, particularmente para cierto
genotipos que han mostrado superioridad genotipo, como es el caso de
materiales selectos en México, desarrollados por el INIFAP. El objetivo de éste
trabajo fue evaluar el efecto del medio de cultivo para la germinacién in vitro de
semillas de nueve familias de C. odorata a las que se les aplico tratamientos
de escarificacion, para la generacion de protocolos para la propagacion masiva

y la conservacién de germoplasma selecto a corto y mediano plazo.

8.4 METODOS Y MATERIALES

8.4.1. Origen de las semillas

Se evaluaron semillas de nueve familias del Huerto Semillero de Cedrela
odorata L. que se ubica dentro del Campo Experimental El Palmar (18° 32’
L.N., 96° 47 L.W.; 180 msnm), del Instituto Nacional de Investigaciones

Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), que se localiza en el Municipio de
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Tezonapa, en el Estado de Veracruz (Sanchez et al., 2003). El clima en el sitio
es calido humedo con lluvias en verano, con una precipitacion media de 2,888
mm anuales, y temperatura media anual de 24.4 °C. Los suelos son de tipo
Acrisol, profundos y de buen drenaje, poseen una textura de migajon arcillo-

arenoso y pH de 4.8 (Sanchez y Velazquez, 1998).

Las semillas se recolectaron en marzo del 2014 de genotipos que se
obtuvieron a partir de un ensayo de procedencias-progenie. Este experimento
forma parte de una estrategia de mejoramiento genético de Cedrela odorata L.
del INIFAP. Los tratamientos de desinfeccién y siembra de las semillas se
realizaron en las instalaciones del laboratorio de cultivo in vitro del Centro
Nacional de Recursos Genéticos (CNRG) del INIFAP, en Tepatitlan de

Morelos, Jalisco.

8.4.2. Preparacién de medios de cultivo

Se seleccionaron cinco medios de cultivo, de uso mas comun para especies
forestales; 1) agua destilada (AD) (Bueno et al., 2009), 2) medio B5 (Gambor et
al., 1968), 3) medio Woody plant (WPM) (Smith y McCown, 1982), 4) medio
Schenk y Hildebrand (SH) (1972) y 5) medio Murashigue y Skoog (MS) (1962).
A los cinco medios anteriores se les adicionaron 9 g L™ de agary 30 g L™ de
sacarosa. Se prepar6 una réplica de estos cinco medios de cultivo a los cuales
se les adiciond carbén activado (CA), para obtener diez medios de cultivo. El
pH de los medios se nivelé a 5.7 y mediante un despachador se depositaron

10 ml de medio a los tubos de ensayo, los cuales después fueron esterilizados.
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8.4.3. Tren de desinfeccion de semillas

Las semillas fueron puestas con jabén en agua corriente por 10 minutos, se
enjuagaron tres veces con agua destilada. Después se dejaron 60 minutos en
Captan® (3 g. L'l), después se enjuagaron tres veces con agua destilada. Se
trataron con etanol al 70 % durante un minuto, después se enjuagaron tres
veces con agua destilada. Posteriormente se dejaron en inmersién durante 15
minutos en cloro al 30 %. Después ya en la campana de flujo laminar se les

dieron tres enjuagues con agua estéril.

8.4.4. Siembra de semillas en medios de cultivo

La siembra se realizd en condiciones asépticas en la campana de flujo laminar.
Para el tratamiento de escarificacion, las semillas se disectaron en cajas petri
con bisturi estériles. Se sembré una semilla en cada tubo de ensayo, después
fueron sellados con parafilm y se etiquetaron. Posteriormente fueron colocados
en la camara de incubacion a 24+2 °C con un fotoperiodo de 16 horas luz,
usando lamparas de alégeno con una intensidad luminica de 28.05 umol m-?s’
!y 8 horas de oscuridad. La siembra se realizé entre el 8 y el 15 de abril del
2015, durante un mes se realizaron conteos y se determiné el porcentaje de

semillas germinadas y porcentaje de contaminacion.

8.4.5. Andlisis de datos

Se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial de 2x10x9 (dos
tratamientos de escarificacion, 10 medios de cultivo y nueve familias) con 10
repeticiones. Al analizar los datos estos no cumplieron con los supuestos de

normalidad. Previo al analisis de varianza las variables en porcentaje (Y)
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fueron transformadas con la funcién arcoseno de la raiz cuadrada del valor
original expresado en fraccién decimal [T=arcoseno(\Y)]. Posteriormente los
valores promedio fueron re-transformados a las unidades originales, con la
funcion [Y=100 senoz(T)]. Se realiz6 una comparaciéon multiple de medias de
Tuckey (p<0.05); estos analisis se realizaron con el programa estadistico SAS

para computadora personal (SAS, 2004).

De acuerdo con el disefio experimental, para el andlisis se utilizd6 el modelo
lineal siguiente (1):

Yik= U + Mj + Fj + Ex + MFjj; + MEj +FEjx +MFEjk + €

Donde: Yijkl= variable respuesta del j-ésimo genotipo, con el k-ésimo
tratamiento de escarificacion, en el i-ésimo medio de cultivo; p = media
general; Mi =efecto aleatorio del i-ésimo medio de cultivo (diez medios); Fj =
efecto aleatorio del j-ésimo genotipo (nueve familias); Ek = efecto aleatorio del
k-ésimo tratamiento de escarificacion (con escarificacién y sin escarificacion);
MFij = efecto de la interaccién entre el j-ésimo genotipo en el i-ésimo medio de
cultivo; MEik =efecto de la interaccion entre el k-ésimo tratamiento de
ecarificaciéon en el i-+esimo medio de cultivo; FEjk = efecto de la interaccion
entre el k-ésimo tratamiento de escarificacion en el j-ésimo genotipo; MFEijk =
efecto de la interaccion entre el k-ésimo tratamiento de esacrificacion en el j-
ésimo genotipo en el i-ésimo medio de cultivo y eijkl = error aleatorio
correspondiente a la observacion Yijkl. Con este modelo se obtuvieron los

estimadores de varianza y del error para cada caracteristica de interés.
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8.5 RESULTADOS

El efecto del tratamiento de escarificacion en semillas, el medio de cultivo
usado y el origen genético (familias) de las semillas resultaron significativos
(p<0.05) para la germinacion y contaminacion de semillas germinadas in vitro,
pero sus interacciones no fueron significativas, solo en el caso del tratamiento

de escarificacion y el medio de cultivo (Cuadro 8.1).

Cuadro 8.1. Valor de P del andlisis de varianza para las variables evaluadas en

la germinacion in vitro de semillas de Cedrela odorata L.

Fuente de variacion Germinacion Contaminacion
Escarificacion 0.0040** 0.0029**
Medio 0.0397** 0.1492
Familia 0.0001** 0.0001**
Escarificacion*Medio 0.0001** 0.0001**
Escarificacion*Familia 0.3620 0.6463
Familia*Medio 0.9997 0.9751
Escarificacion*Medio*Familia 0.9999 0.9998

** Con diferencias significativas (P<0.05).

8.5.1. Efecto del tratamiento de escarificacion

El tratamiento de escarificacion tuvo un efecto significativo en las semillas
germinadas y en la contaminacion (p<0.05). La escarificacién en semillas de C.
odorata L. es el mejor tratamiento para lograr una germinacion de casi 53 %,

siendo superior en un 9 % al tratamiento testigo. Mientras que las semillas sin
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escarificacion se contaminaron mas y su porcentaje de germinacion fue inferior

al 45 % (Cuadro 8.2).

Cuadro 8.2. Valores medio y error estandar del tratamiento de escarificacion
en los porcentajes de semillas Cedrela odorata L. germinadas y

contaminadas.

Semillas (%)
Escarificacion

Germinadas Contaminadas
1 52.85+247a 204+165a
0 43.20+2.60b 26.4+206Db
Promedio 48.02 £ 2.51 23.40+1.92
CV (%) 55 6.2
Valor de F 8.54 9.12

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0.05).
1: Semillas con escarificacion y 0: Semillas sin escarificacion, CV: Coeficiente de

variacion.

8.5.2. Efecto del medio de cultivo

El medio de cultivo usado en la germinacion in vitro tuvo un efecto significativo
en los porcentajes de germinacion (p<0.05). El medio de cultivo MS mas
carbon activado usado para germinar semillas de C. odorata in vitro fue el
mejor tratamiento para lograr la mayor germinacién, siendo superior a los
tratamiento testigo. Mientras que los medios de cultivo usados en la

germinacion de las semillas no tuvieron efectos significativos en los
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porcentajes de contaminaciéon. Sin embargo, el medio MS mas carbon activado

present6 el menor porcentaje de contaminacion (Cuadro 8.3).

Cuadro 8.3. Valores medio y error estandar de los medios de cultivo en los
porcentajes de semillas de Cedrela odorata L. germinadas y

contaminadas.

Medio Semillas (%)
Germinadas Contaminadas
MS + CA 595+211a 17.3+6.84 a
WPM + CA 54.4+2.20 ab 251+165a
MS 51.6 + 2.68 ab 19.6 £2.01a
B5 + CA 51.6 £2.53 ab 251+212a
AD +CA 51.1+2.70 ab 245+192a
AD 47.2+2.30b 22.8+1.78 a
SH + CA 45.5 + 2.66 bc 20.7+1.76 a
SH 45.0 £ 2.04 bc 223+ 144 a
WPM 41.6+248bc 31.2+540a
BS 32.7+2.63d 25.7+1.85a
Promedio 48.02 + 2,52 23.43 +2.48
CV (%) 8.4 2.6
Valor de F 2.02 1.51

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0.05).
MS: Murashigue y Skoog, WPM: Medio Woody Plant, B5: Medio B5 o Gambor, AD:
Agua destilada, SH: Medio Schenk y Hildebrand, CA: Carb6n activado, CV:

Coeficiente de variacion.
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8.5.3. Efecto de la familia

El origen genético conocido de las semillas en la germinacion in vitro, tuvo un
efecto significativo en los porcentajes de germinacion y contaminacion
(p<0.05). Las familias 1, 6 y 39 de semillas de C. odorata usadas en la
germinacion in vitro, fueron las de mayor germinacién promediando los demas
factores. Mientras que las semillas de la familia 59 presentd los menores

porcentajes de contaminacion (Cuadro 8.4).

Cuadro 8.4. Valores medio y error estandar del origen genético de las semillas

de Cedrela odorata L en la germinacion in vitro.

Semillas (%)

Familias
Germinadas Contaminadas
1 66.5+3.23 a 14.0 £ 3.24 ab
6 62.5+2.87a 13.5+3.17 ab
39 61.2+239a 21.0+£2.35ab
5 57.5+2.21ab 175+ 2.78 ab
59 47.5 + 2.61 abc 40+216a
99 46.5 + 2.43 abc 21.0+£2.13 ab
45 38.0+£3.85bc 335+3.79¢c
26 36.5+297¢c 36.5+3.18 ¢
110 16.0+3.24d 49.0+4.21d
Promedio 48.02 + 2.51 23.33+2.37
CV (%) 9.7 8.4
Valor de F 11.96 21.64

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0.05).

CV: Coeficiente de variacion.
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8.5.4. Efecto de la interaccion entre factores

En la interaccion de los factores (cuadro 1) en la germinacion in vitro se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) para la interaccion del
tratamiento de escarificacion y medio de cultivo. Las semillas de C. odorata
con escarificacion puestas en el medio de cultivo MS mas carbon activado
fueron la mejor interaccion para lograr una mayor germinacion in vitro. A la vez

gue ésta misma interaccion presentd el menor porcentaje de contaminacion.

8.6. DISCUSION

8.6.1. Efecto del tratamiento de escarificacion

Los resultados indicaron que escarificar las semillas de C. odorata es el mejor
tratamiento para obtener la mejor germinacion in vitro. Esto puede ser
explicado por que segun Wada y Reed (2011) la escarificacion permite el paso
de agua que inmediatamente hidratara el embrion, iniciando el proceso de
germinacion. Lo cual coincide con Vilela y Ravetta (2001) que mencionan que
todos los tratamientos de escarificacion promovieron la germinacién en
Prosopis L. Mientras que Ribeiro y Costa (2015) encontraron que la
escarificacion aumento los porcentajes de germinacién en semillas de Myrsine

parvifolia A.

Chan et al. (2012) menciona que la técnica de remojo en agua por 6 horas de

semillas de Cedrela odorata L. incrementa el porcentaje de germinacion en un

15%.
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8.6.2. Efecto del medio de cultivo

Los resultados indicaron que el medio MS mas carbdén activado fue el que
presentd la mayor germinacion de semillas y la menor contaminacion. Para
Flores et al. (2011) esto puede deberse a que el medio MS presenta altos
contenidos de nitrdgeno y potasio que seguramente ayudaron a la
germinacion, ya que segun Mitra (1987) durante la germinacion la mejor fuente
de nitrégeno es el nitrato de amonio. Ademas Flores et al. (2011) menciona
que el carbdn activado fomenta una mayor aireacion, ademas de establecer un
medio oscuro que propicia el desarrollo de las raices y absorbe sustancias

inhibidoras indeseables como el etileno o los pigmentos toxicos.

Las especies forestales tienen diferentes necesidades de nutrientes para su
germinacion y desarrollo, por o que es necesario evaluar el medio de cultivo
mas adecuado para cada una de ellas. Salazar et al. (2012) menciona que el
medio MS es el mas utilizado con éxito en muchas especies. Sin embargo,
Rodriguez et al. (2014) menciona que por la presencia de sales en el medio
MS, en varias especies provoca la disminucion del vigor y una baja
germinacion debido a efectos osmaticos y téxicos. Un medio rico en sales
disminuye el potencial hidrico, lo que provoca una menor disponibilidad de
agua para las semillas. Cadenas y Villegas (2012) sefalan que el medio MS
presenta el potencial osmoético mas negativo, lo que dificulta la estrada de agua
a las semillas. Mientras que Righavendra et al. (2010) sefiala que el estrés
osmoético potencia la sintesis de acido abscisico (ABA), que es uno de los

causantes de la latencia en semillas.
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8.6.3. Efecto de la familia

En el estudio se encontraron diferencias entre la respuesta de las familias de
semillas de C. odorata a la germinacion in vitro. Segun Uribe et al. (2008)
puede ser explicado por la interaccion del genotipo con la disponibilidad de
nutrientes cuya proporcion y cantidad varian de acuerdo a la fisiologia del
genotipo en particular. Coincide con lo encontrado por Marin et al. (2009) en
las respuestas in vitro que variaron de un clon a otro en yuca (Manihot
esculenta Crantz), donde hay un efecto del genotipo en las condiciones in vitro.
Ademas que Marini et al. (2010) menciona que para la germinacion in vitro de
granos de polen de Cucurbita maxima Duchesne estd determinada por la
composicién genética. Mientras que Navarro et al. (2008) en la germinacién de
semillas de Mammillaria no encontré6 diferencias entre tratamientos de

escarificacion pero si entre los genotipos.

8.6.4. Efecto de la interaccion entre factores

El tratamiento de escarificacion y el medio de cultivo MS mas carbon activado
fueron la mejor combinacién de tratamientos para la germinacion in vitro de
semillas de C. odorata. Lo cual puede ser explicado por que al realizar un corte
a la testa, ya no se impide el paso de agua y comienza la absorcion por el
embrién. Con lo que se resuelven los problemas del potencial osmotico
negativo del medio MS, debido a la presencia de sales. Ademas si al medio se
le adiciona carbén activado el embrién de la semilla estara hidratado y con
buena aireacién, que al estar en contacto con nitrégeno y potasio del medio, es

probable que se potencie la germinacion.
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8.7. CONCLUSIONES

La escarificacion de las semillas de C. odorata puestas a germinar en el medio
MS con carbon activado, fue el tratamiento mas efectivo con los mas altos
porcentajes de germinacion. La técnica de escarificacion en la germinacion in
vitro con el medio MS con carbdn activado es una opcion viable para obtener
material vegetal aséptico para generar protocolos para la propagacion masiva

de la especie.
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CAPITULO IX

CONCLUSIONES GENERALES

v' La respuesta al ataque de Hypsipyla grandella tuvo un moderado control
genético lo que justifica que ésta variable se incorpore al proceso de
seleccidon genética. Con una intensidad de seleccion del 10 %, con los
mejores clones en la caracteristica de volumen se tiene una ganancia
genética de 350.2 % y en la respuesta al ataque de H. grandella una

ganancia genética del 24.1 %.

v El acodo en contenedor de C. odorata tiene mayor éxito de ser
enraizado con el anillado completo. La aplicacion exdégena de AIB,
amplifica la respuesta en produccién y morfologia de raiz del acodo en
contenedor. Eliminar el portainjerto mediante la técnica de acodo en

contenedor en C. odorata es posible.

v' Cedrela odorata L. después de 20 semanas utilizando estacas juveniles
se logré un enraizamiento general del 52.7 %. En la interaccion de los
factores no se encontraron diferencias significativas. Sin embargo, el
uso de estacas de tipo apical, con 1,500 ppm de AIB puestas a enraizar

en agrolita fue la mejor combinacion con 90 %.
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v' El clon 14 gener6 el mayor porcentaje de enraizamiento (68.7 %) de
acodos aéreos, siendo superior en mas del 30 % y presenté un 20 %
mas de longitud en raices de segundo orden, que lo observado en el
clon 15. En la interaccion del clon 14 y la aplicacion de 1,500 ppm de
AIB se obtuvo el mejor enraizamiento (95 %), ademas de favorecer la

mayor longitud de raices de segundo orden, siendo superior en un 41 %.

v' Para la fase de multiplicaciéon el medio MS adicionado con 1 ml L™ de
BA y 0.1 m L' de ANA fue significativamente superior en la
supervivencia (100 %), mientras que la elongacion de los brotes el uso
del medio MS adicionado con 4 ml L™ de BAy 0.4 ml L™ de ANA fue
significativamente superior. En la fase de enraizamiento el medio MS
adicionado con 0.1 ml L™ de AIBy 0.1 ml L™ de ANA presento la mayor
supervivencia y fue significativamente superior en la generacién de raiz

enun 12 %.

v' Semillas de diez familias de Cedrela odorata L. presentaron un
contenido de humedad de 6.153 %, y una viabilidad del 97.7 % en
promedio, por lo que se contd con semilla viva. En la prueba de

germinacion el 87.9 % de las semillas formaron plantulas normales.

v La escarificacién de las semillas de C. odorata puestas a germinar en el
medio MS con carb6n activado, fue el tratamiento mas efectivo con los

mas altos porcentajes de germinacion.
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