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RESUMEN

La presente investigacion tiene como fin, el de generar plantulas viables a nivel de laboratorio, por
lo cual se ha establecido un protocolo para la Germinacién in vitro e Induccién a callo
embriogénico de Cedrela montana Moritz ex Turcz, a partir de embriones zigdticos, especie de
interés para el Distrito Metropolitano de Quito. A partir de este proyecto se pudo establecer
medios idéneos para la desinfeccidn los cuales fueron T2 que contiene una concentracién de 0.5%
v/v de hipoclorito de sodio y T7 que corresponde al uso de perdéxido de hidrégeno en
concentracidn de 3% v/v los cuales inhibieron el crecimiento de hongos exdgenos, bacterias y atn
mejor evitd la necrosis de los embriones. En la etapa de germinacién los mejores tratamientos
estuvieron suplementados con G3 (3mg.L™ de &cido giberélico) y G5 (2mg.L" de brasinolida) los
cuales permitieron que los embriones maduros de Cedrela montana Moritz ex Turcz germinen a
partir de los 6 dias de introducidos en el medio. Los mejores medios para la induccién a callo
embriogénico fueron 13 (4mg.L™ de 2,4-dichlorofenoxiacético) los cuales fueron identificados por
el acido acetocarmin, protocolo descrito por Portillo (2000), el cual permite la observacién de
células somaticas.

ABSTRACT

That is why this research is aimed, to generate viable seedlings in the laboratory, so it has
established a protocol for in vitro germination and embryogenic callus induction of Cedrela
montana Moritz ex Turcz from zygotic embryos, sort of interest to the Metropolitan District of
Quito. From this project was able to establish appropriate means for disinfection were T2 which

contains a concentration of 0.5% v / v sodium hypochlorite and T7 which corresponds to the use of
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hydrogen peroxide at a concentration of 3% v / v of which inhibited the growth of exogenous
fungi, bacteria and even better prevented necrosis of the embryos. At the stage of germination
the best treatments were supplemented with G3 (3mg.l ™ gibberellic acid) and G5 (2mg.| * of
brassinolide) which allowed the mature embryos of Cedrela montana Moritz ex Turcz germinating
from 6 days of introduced into the medium. The best means of inducing embryogenic callus were

13 (4mg.I" of 2.4-dichlorofenoxiacético) which were identified by the acetocarmine acid, protocol

described by Portillo (2000), which allows the observation of somatic cells.

INTRODUCCION

Ecuador es uno de los paises con mayor
biodiversidad del continente y del mundo. En
materia de plantas, cuenta con casi 25.000
especies diferentes en las distintas regiones
del pais. Parte de esta riqueza constituyen
sus bosques, en los cuales crecen alrededor

de 5000 especies de arbdreas.

A nivel del Distrito Metropolitano de Quito,
podemos decir que posee un paisaje
heterogéneo el cual es influenciado por su
ubicacién en el callejon interandino, entre
los ramales de la cordillera occidental vy
oriental de los Andes, esta ubicacion ha dado
lugar a la formacidon de varios ecosistemas
con diversas composiciones boscosas. De
manera general la cobertura vegetal esta
confirmada por pdramo, bosque natural
(secundario y en buen estado), mosaicos de
bosques con cultivo y pastizales, pastos,
cultivos de ciclo corto y matorrales secos. Los

bosques naturales representan la mayor

superficie del Distrito Metropolitano de
Quito (17% del total del territorio del
distrito), segun informacion recolectada se
estima que en el distrito existen 2330
especies de plantas vasculares. El 11% (254)
del total registrado es endémico y 122
especies estan en las siguientes categorias
de amenaza: Peligro Critico, En Peligro y
vulnerables, estando considerada como una
planta vulnerable a cedro andino segin la

organizacién de los trépicos (MECN, 2010).

Cedrela  montana es un  forestal
perteneciente a la familia de las meliaceas,
es un arbol de lento crecimiento que alcanza
de 25 a 30m de altura, tiene una corteza de
color rosa. Las hojas son alternas
compuestas y paripinnada con margenes de
conjunto. Estas especies crecen en suelos
con buen drenaje, de textura arenosa con pH
neutro o alcalino y de buena fertilidad. Los
suelos con baja fertilidad provocan retrasos
en el crecimiento. El cedro crece en zonas
altas entre los 1600-2800 msnm, con

temperaturas media entre 10 y 202 y con
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precipitaciones anuales de 500 a 2000mm vy
crece en bosques de montaia seca o en
bosques humedos. Las flores son terminales
y pequeiias, el caliz es regular y lobulado, los
frutos son cdpsulas lefosas las cuales
contienen semillas aladas (Rodriguez, et al.,

2003).

Cedro, tiene una gran importancia en la
carpinteria, para exteriores e interiores y
sobre todo para muebles debido a su color,
también es caracterizado por su dureza y alta

durabilidad (Rodriguez, et al., 2003).

Una de las pérdidas debido a la explotacidn
irracional de los bosques nativos es la
reduccion de fuentes de semillas de muchas
especies forestales, lo cual dificulta su
regeneracion tanto natural como artificial.
De todo el germoplasma que se produce
anualmente en los bosques, las semillas son
la fuente de reproduccion mas importante,
debido a las ventajas vy posibilidades de
utilizacién que nos ofrecen (Ordofiez, et al.,

2004).

En los ultimos afios la biotecnologia forestal
ha tenido un desarrollo espectacular. En
particular las técnicas de regeneracion clonal
de plantas basadas en técnicas de cultivo in
vitro, fundamentalmente por via de
embriogénesis somatica, se estdn vya
aplicando por muchas empresas privadas e

instituciones publicas a nivel semi-operativo
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con diversas especies, para la conservacién
de material selecto y el establecimiento de
ensayos clonales. (Celestino, et al., 2001).
Una de las técnicas mas usadas para permitir
la produccién de embriones es la
germinacién, se llama germinacional acto
por el cual la semilla en estado de vida
latente entra de pronto en actividad y origina

una nueva planta (Gonzalez, et al., 2000).

Para que el proceso de germinacidn, es decir,
la recuperacion de la actividad bioldgica por
parte de la semilla, tenga lugar, es necesario
que se den una serie de condiciones
ambientales favorables como son: un
sustrato humedo, suficiente disponibilidad
de oxigeno que permita la respiracion
aerobia y, una temperatura adecuada para
los distintos procesos metabdlicos para el
desarrollo de la plantula (Gonzédlez, et al.,

2000).

La absorciébn de agua por la semilla
desencadena una secuencia de cambios
metabdlicos, que incluyen la respiracion, la
sintesis proteica y la movilizacion de
reservas. A su vez la division y el
alargamiento celular en el embridn provocan
la rotura de las cubiertas seminales, que
generalmente se produce por la emergencia

de la radicula (Gonzalez, et al., 2000).

Gracias a los avances tecnoldégicos como es el

caso de la Biotecnologia vegetal Ia
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germinacién de embriones se ha visto
favorecida, ya que esta técnica in vitro
permite el aislamiento de un embrién y su
germinacién in vitro, con el fin de obtener
una planta viable, pudiendo tener varias
utilidades como el acortamiento del ciclo de
mejora, prevencién de aborto embrionario,
superacién de la incompatibilidad,
produccién de haploides, entre otros. Esta
técnica es util para inducir la germinacion de
semillas maduras en letargo, superando las
restricciones ocasionadas por la cubierta de

la semilla o del endospermo (Sanchez, et al.,

2004).

Otro método que puede wusarse para
propagar las plantas en masa es |la
embriogénesis somdtica. Como indica su
nombre, esta técnica causa que se formen
embriones generados desde el tejido en
cultivo, proceso que por otra parte sdlo
ocurre en la formacién de una semilla. Bajo
el control de ciertas mezclas hormonales se
forman los embriones dentro de una masa
aparentemente desorganizada de un callo,
en el cual nddulos de células comienzan a
desarrollarse en forma que recuerda la
estructura de un embrién de semilla. Si estos
embriones se trasladan a otros medios,
desde los callos, medios que estan
disefiados para permitir que el embridn
desarrollara  una

germine, entonces

estructura de planta completa, esto es una
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plantula, un talluelo enraizado que no difiere
mayormente de la obtenida desde semilla.
Como las plantas obtenidas por caulogénesis
axilar o adventicia, estas plantulas también
pueden aclimatarse para transformarse en
una planta viable con capacidad de

fotosintesis (Morgan, 2011).

La embriogénesis somatica y la

organogénesis son dos  procesos
morfogénicos muy frecuentes en el cultivo in
vitro de especies vegetales. La embriogénesis
somatica es el proceso por el cual se obtiene
una estructura similar al embridn zigdtico sin
que medie la fertilizacién de las gametas,
mientras que por organogénesis pueden
obtenerse tallos, raices o flores. Estos
6rganos son inducidos a partir de una célula
o de un grupo de células, que segun las
condiciones de cultivo, tienen la propiedad
de mantenerse en activa division. En
condiciones de cultivo in vitro, las células
somaticas pueden regenerar embriones o
brotes, raices y/o flores como respuesta a un
determinado estimulo. La regeneracion es un
proceso que comprende diferentes fases que
se suceden de manera similar para los tres
tipos de morfogénesis citadas. De Klerk y
colaboradores en 1997 denominaron a estas
diferentes fases como fase de adquisicién de
la competencia, fase de induccion y fase de

realizacion (Radice, 2004).
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En la fase de induccién, las células son
receptivas al estimulo morfogénico y hay una
relacion directa entre el tipo, concentraciéon
y combinacion de reguladores del
crecimiento agregados al medio de cultivo y
el organo a desarrollar. En la fase de
realizaciéon, la célula sufre las sucesivas
divisiones para formar el drgano
determinado (Radice, 2004).

METODOLOGIA

Los materiales presentes en la metodologia
son los que se encuentran disponibles al
momento en el Laboratorio de Cultivo de

Tejidos CIAC.

PRE- GERMINACION

Las semillas en el trabajo fueron
proporcionadas por el Banco de Semillas del
Vivero de Cununyacu, las mismas que fueron
extraidas de darboles seleccionados por sus
mejores caracteristicas fenotipicas, fueron
colocadas en agua destilada por dos dias
para su pre- germinacion a temperatura

ambiente.

ETAPA DE DESINFECCION

Para la etapa de desinfeccion se utilizd
embriones zigéticos maduros sin testa, | se
los dividid en grupos y se los colocd en los

siguientes tratamientos:
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Tratamientos Concentraciones de

Desinfectantes
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T2 050% £ o
o ©
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T6 2% g g
2 &
\9 _9
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Este material vegetal se lo colocé en los
tratamientos por un tiempo de 10 minutos
en agitacion constante, luego se los llevd a
una cdmara de flujo laminar para realizar los
lavados, luego fueron colocados en alcohol
cuya concentracion fue del 90% v/v por 30

segundos y se los enjuagd con agua estéril.

Las semillas una vez desinfectadas, se las
colocé en medio basico de Murashige y
Skoog (MS) al 100%, una vez introducidas se
las llevd a la sala de incubacidn por seis dias
a oscuridad, a temperatura controlada,
pasado este tiempo, se las colocd por un
fotoperiodo de 16 horas luz 8 horas

oscuridad.

ETAPA DE GERMINACION
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En ésa etapa se utilizd como agente
desinfectante al perdxido de hidrégeno en

concentracioén del 3% v/v.

Una vez realizada la desinfeccion de las
semillas maduras de cedro se prosiguié a
extraer el embrién para colocarlo en sus
respectivos  tratamientos. Los  cuales

estuvieron compuestos por:

Tratamientos = Composicion del medio de cultivo

G1 1mg*L*
S
G2 2 mg"‘L'1 °
8
(G)
G3 ) 3mg*L” 8
o Q
ﬁ <<
G4 > 1mg*L™
20
=
(%)
2 El
G5 = 2 mg*L ©
= el
o ©°
el 1 S
G6 .8 3 mg*L 2
ﬁ @
G7 2 5%
[
S
G8 10% S
(&)
s
G9 15% ©
oo
<<

Una vez realizada la introduccion de los
embriones en los tratamientos se los llevo a
la sala de incubacion a temperatura
controlada por seis dias de oscuridad,
transcurrido este tiempo se las colocé en un
fotoperiodo de 16 horas luz 8 horas

oscuridad hasta su germinacion.
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ETAPA DE INDUCCION A CALLO

EMBRIOGENICO

En ésta etapa se utilizd como agente
desinfectante al hipoclorito de sodio en

concentracién del 0.5% v/v.

Realizada la desinfeccion de las semillas de
Cedrela montana, se prosiguié a extraer el
embridn para colocarlo en sus respectivos
tratamientos. Los cuales estuvieron

compuestos por:

Tratamientos Composicion del medio de cultivo
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Una vez realizada la introduccion de los
embriones en los tratamientos se los llevd a

la sala de incubacién a temperatura
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controlada por dos meses a oscuridad, hasta

la formacioén de callo.

En eta etapa se realiz6 un método de
comprobacidén de los callos obtenidos a
partir de la tincion del acido acetocarmin

protocolo descrito por Portillo (2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

ETAPA DE DESINFECCION
En esta etapa se utilizdé dos tipos de

desinfecciones los cuales fueron hipoclorito
de sodio y perdxido de hidrégeno, por medio
de estos se logrd controlar la proliferacién de
hongos vy bacterias en los embriones
maduros de Cedrela montana Moritz ex
Turcz, para ello se necesitd realizar pre
ensayos para definir con que porcentajes de
hipoclorito de sodio y peréxido de
hidrégeno empezar a trabajar durante el
proyecto.

Se utiliz6 como agente desinfectante al
hipoclorito de sodio, ya que en cultivo de
tejidos es muy utilizado, porque proporciona
la muerte de microorganismos infecciosos
como bacterias y hongos exdgenos,
permitiendo que exista un mayor indice de
establecimiento en el material vegetal, a
demas de ser efectivo éste producto es mas
econdmico y facil de adquirir (Borges et al.,

2009).
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El hipoclorito de sodio, debe ser usado a
ciertas concentraciones ya que éste es un
desinfectante muy fuerte es por ello que
AMexBio, describe que la concentracién
maxima que se requiere para desinfectar
material organico es al 1% v/v de hipoclorito
de sodio.

Durante el proceso de investigacion, el uso
de diferentes concentraciones fue uno de
los principales retos durante este proceso,
para el cual se inicié con concentraciones
bajas de hipoclorito de sodio como se
mencioné anteriormente. Tras el andlisis
estadistico Anova para ver que tratamiento
es el mejor, por medio de éste andlisis se
pudo identificar que los mejores
tratamientos fueron T2 que contiene una
concentracién de 0.5% v/v de hipoclorito de
sodio y T7 que corresponde al uso de
peréxido de hidrégeno en concentracién de
3% v/v.

Al evaluar el porcentaje de contaminacion
se puede establecer que los tratamientos T2
y T7 presentaron porcentajes del 2.3y 3.7 %
respectivamente siendo estos los mejores
tratamientos para desinfectar embriones de

Cedrela montana.
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Garcia et al., (2008), explica que el uso de
perdoxido de hidrégeno como agente de
desinfeccion da buenos resultados en
semillas forestales. Esto se debe a que el
H,0,, tiene mds capacidad de oxidacion que
el cloro y que el diéxido de cloro, debido a
sus fuertes propiedades oxidativas, por lo
gue se emplea como agente desinfectante

(Sanchez, 2009).

Las moléculas del H,0, son degradables en
agua, ya que liberan oxigeno molecular y
agua sin dejar residuos toxicos. Este
compuesto debe ser usado en
concentraciones bajas ya que si se usa a
concentraciones de 10% y 20% v/v este
puede provocar quemaduras a los tejidos
expuestos al H,0,, es por ello que en el
proyecto se usé tratamientos con
concentraciones de 1-3% v/v para verificar
cual provoca la eliminacién de

microorganismos sin dafiar los tejidos del

embrion de Cedrela montana Moritz ex
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Turcz, se conoce que este compuesto es
bactericida, virucida y fungicida; para que
este quimico funcione efectivamente se
necesita de wun factor importante, la
agitacion, este factor asegura que exista un
suministro de oxigeno adecuado (Sanchez,

2009).

Cuando se utiliza la agitaciéon bajo la
presencia de un desinfectante se reduce los
grados de infeccion por microorganismos

(Riofrio, 2004).

ETAPA DE GERMINACION

En la etapa de germinacidn se uso perdxido
de hidrégeno como agente desinfectante, ya
que tiene un efecto de estimulacién en la
germinacion de las semillas especialmente
de especies forestales (Garcia et al., 2008), el
uso de este compuesto se debe realizar a
concentraciones del 1% v/v (Willan, 2012),
durante el proyecto, la concentracion de
H,0, usada fue al 3% v/v, debido a que
presentd mejor estabilidad en las semillas de
Cedrela montana Moritz ex Turcz, esto se
debe a que el perdoxido de hidrégeno
aumenta la permeabilidad del agua y oxigeno
facilitando a nivel celular la oxidacién de
grasas y su conversion a carbohidratos, lo
gue promueve la activacion de enzimas y
reacciones sintéticas esenciales para la

movilizacion de componentes celulares
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involucrados en el crecimiento de la raiz
(FAO, 2012).

Cuando se habla de germinacién, se esta
refiriendo al proceso que sufren las semillas,
el cual implica el aislamiento del embridn
gue se encuentran en estado de latencia y
su posterior germinacion todo esto de
manera in vitro, con el fin de obtener una
planta totalmente capaz de desarrollarse y
realizar los procesos fotosintéticos, se realiza
este proceso in vitro con el principal objetivo
de acortar los ciclos de germinacion y para
rescatar material que esté en peligro de
extincion o vulnerables como el caso de
Cedrela montana Moritz ex Turcz.

Esta técnica es util para inducir la
germinacién semillas en letargo, superando
las restricciones ocasionadas por la cubierta
de la semilla o por su endospermo (Sanchez
et al, 2004), en éste caso en Cedrela
montana Moritz ex Turcz posee una testa
muy fina pero su endospermo es gruesoy es
el que retarda su germinaciéon lo cual
provoca que este forestal empiece su ciclo a
partir de los 15 a 30 dias de su siembra, 0 a
veces se interrumpe por completo el ciclo
manteniéndolo en letargo
permanentemente.

Dentro de ésta técnica es imprescindible
saber el desarrollo de los embriones en el
caso de la investigacion se conoce que cedro

andino posee una germinacién de tipo
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epigea, ya que con esto se puede
determinar los requerimientos necesarios
del medio de cultivo a utilizar.

Uno de los medio de cultivo mdas conocidos
hasta la actualidad, es el medio de
Murashige y Skoog (MS), ya que este medio
puede ser modificado  segln los
requerimientos de los embriones, como por
ejemplo: se puede maodificar la
concentracion de sacarosa, concentracion de
hormonas vegetales e incluso vitaminas

segln las necesidades de cada especie (Roca

etal., 1991).

Es por ello que se ha usado como medio base
al medio Murashige y Skoog (MS) al 100%, el
cual fue suplementado con reguladores de
crecimiento como el acido giberélico (AG3),
brasinolida (BRA) y agua de coco, los cuales
mediante un analisis estadistico ANOVA para
ver que tratamiento dio los mejores
resultados se obtuvo que los tratamientos
G3 (3mg.L" de acido giberélico) y G5 (2mg.L’
! de brasinolida) permitieron realizar la
germinacion a partir del dia sexto de ser
colocados en los medios de cultivo.

Tras un andlisis de porcentaje de
germinacion y tasa de energia germinativa
tenemos que los mejores tratamientos

fueron:
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En ésta grafica se puede observar que los
mejores tratamientos son G3 y G5 ya que
poseen un porcentaje de germinacion igual a

67y 77% respectivamente.
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Tratamientos

En éste cuadro se observa que los mejores
resultados obtenidos para la tasa de energia
germinativa corresponden al 12% de AG3 vy

14 % de BRA, con esto se puede decir que
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los tratamientos G3 (3mg.L' de &cido
giberélico) y G5 (2mg.L™ de brasinolida) han
demostrado ser los mejores tratamientos,
permitiendo

En ciertas investigaciones realizadas para la
germinacién in vitro para forestales, han
utilizado al acido giberélico como regulador
de crecimiento en embriones maduros,
permitiéndoles mejorar la energia
germinativa de estas especies, ya que este
fitorregulador es conocido como la principal
hormona para inducir la germinacién
(Vidales, 2003).

En este forestal de cedro el acido giberélico
dio buenos resultados como se puede
evidenciar , pero la cantidad de germinacion
no fue en un 100% es decir que se obtuvo
perdida de material, con lo cual se debe
analizar si al medio MS suplementado con
acido giberélico se le debe adicionar otros
componentes para que la germinacidon de
esta semilla sea en un 100%.

En cambio la brasinolida conocida como BRA,
es un regulador hormonal el cual ha sido
utilizado en la mircropropagacion de
especies forestales (Jordan, 2006) dando
muy buenos resultados, pero en este caso
tratandose de Cedrela montana Moritz ex
Turcz, ésta hormona ha sido investigada en
el proyecto para saber su efecto en la
germinacion el cual fue muy beneficioso ya

que permitié los mejores resultados de
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germinacién, permitiendo obtener wuna
planta completa es decir con hojas, tallos,
raiz primaria y raices secundarias bien
definidas.

Mientras que el agua de coco es muy rico en
nutrientes y su composicion especifica
depende de la madurez del fruto, a menor
madures mayor concentracidn de nutrientes
éste producto contiene citoquininas que son
las hormonas encargadas de promover la
ruptura de la dormancia y la germinacién de
semillas ademas que estimulan la elongacidn
de las células de los cotiledones (Quinto et
al., 2009), normalmente ésta agua deber ser
esterilizada por medio de filtracién ha sido
benéfica en el cultivo de embriones (Roca et
al, 1991), en este caso durante la
investigacion el agua de coco fue
autoclavado lo cual puede haber
influenciado en el proceso ya que este
producto no provocé ninglin efecto en los
embriones de Cedrela montana Moritz ex
Turcz, en el estudio se puede evidenciar que
el agua de coco solamente permitié que las
semillas de cedro formaran la radicula mas
no permitié la germinacién epigea esperada,
se puede decir que este compuesto no es
idoneo para este tipo de forestal.

El efecto de los reguladores vegetales en el
crecimiento de embriones no es muy claro,
pero se ha sugerido que el control hormonal

se encuentra relacionado con el control fisico

Laboratorio de Micropropagacién Vegetal
EPMMO-Q

Sangolgui - Ecuador
Junio- 2012

(Roca et al., 1991). Es por ello que la
germinacién en los embriones maduros de
Cedrela montana Moritz ex Turcz, ha dado
una planta fisicamente idénea capaz de
desarrollar sus estructuras principales como
raiz principal y secundaria, un tallo cuyo
tamaio es mayor a 1 cm y la formacion de
hojas verdaderas, permitiendo a cedro
andino ser una planta capaz de realizar por si

sola las reacciones de fotosintesis.

ETAPA DE INDUCCION A CALLO

En ésta etapa de investigacidon se realizé la
induccion a callo embriogénico de los
embriones maduros de Cedrela montana
Moritz ex Turcz, para la desinfeccidn de éste
forestal se usé al tratamiento de hipoclorito
de sodio con concentracion del 0.5% v/v, el
cual fue evaluado en la etapa de desinfeccidon
y arrojé los mejores resultados, como se
mencioné anteriormente el hipoclorito de
sodio es muy buen desinfectante ya que es
muy fuerte y elimina a todo tipo de
microorganismos, es por ello que se usé en
esta etapa ya que se debia esperar un
periodo de 60 dias para ver resultados
satisfactorios, mientras que el perdxido de
hidrégeno mostré tener efecto
desinfectante, pero los embriones
empezaron a formar hongos pasado los 30

dias de establecidos los tratamientos.
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Como dijo Haberlandt en 1902
“Teéricamente todas las células vegetales
son capaces de dar origen a una planta
completa” (Roca et al., 1991). Durante la
induccion la porcidn de la planta donante
cultivada in vitro cambia su patrén de
expresion y genera embriones somaticos, en
la mayoria de las especies la embriogénesis
somatica se obtiene a partir de embriones
cigoticos inmaduros (Celestino et al., 2001),
en la presente investigacion el uso de
embriones inmaduros de Cedrela montana
Moritz ex Turcz, no se llevd a cabo debido a
la época en la que se inicid el estudio, por
ello se realizd con embriones cigdticos
maduros de esta especie forestal.

La fase de induccién se ve relacionada
directamente entre el tipo, concentracion y
combinacion de reguladores de crecimiento
agregados al medio de cultivo y al érgano a
desarrollar. Es por ello que la organogénesis
indirecta, esta involucrada con el uso de
ciertas hormonas, en algunas investigaciones
han evidenciado que el uso de auxinas
estimulan la iniciaciéon del callo embriogénico
(Litz, et al., sin afio), por lo que en la
investigacion fue llevada a cabo con el uso de
auxinas como: acido 2,4-
dichlorofenoxiacético y acido
naftalenacético.

Durante el analisis ANOVA los resultados

obtenidos fueron, que el mejor tratamiento

Laboratorio de Micropropagacién Vegetal
EPMMO-Q

Sangolgui - Ecuador
Junio- 2012

para inducir a callo es el tratamiento 13
(4mg.L™" de 2,4-dichlorofenoxiacético) ya que
produjo un 55% de callos los cuales fueron

embriogénicos como se muestra en la figura.
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Se dice que es embriogénico siempre vy
cuando presente ciertas caracteristicas a
nivel celular como una gran cantidad de
ribosomas, citoplasma denso, un nucléolo
agrandado y pequefios granos de almiddn,
estas células por lo general se agrupan y

varian de tamafio (Radice, 2004).

En el caso de Cedrela montana Moritz ex
Turcz se obtuvieron callos embriogénicos
que presentaron estas caracteristicas a
partir del tratamiento 13 (4mg.L" de 2,4-
dichlorofenoxiacético), siendo capaz de
realizar la division celular a partir de los
embriones maduros de cedro andino como

se observa en el gréfico.
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Mientras que al usar acido naftalenacético a

diferentes concentraciones, y la combinacion
de 2,4-dichlorofenoxiacético y acido
naftalenacético no se obtuvo callos
embriogénicos o se formaron callos pero no
embriogénicos, esto se debe a que no todas
las especies reaccionan de la igual manera
asi pertenezcan a la misma familia como en
las investigaciones realizadas por Daquinta
(2004), en cedro rojo.

La cantidad de callos formados con estos
biorreguladores fue muy baja esto se debe
a que no todas las especies pueden
manifestarse con la presencia de auxinas
para la divisidn celular (Roca et al., 1991) o
se puede deber a otros factores que
intervinieron en el desarrollo de los callos,
como explica Radice (2004), el genotipo, el
tipo de explante, condiciones fisicas vy
guimicas del cultivo.

Pero uno de los principales factores
limitantes en la formacién de callo
embriogénico para Cedrela montana Moritz

ex Turcz puede haber sido provocado por la
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atmosfera gaseosa ya que como explica
Radice (2004), esta condicionada por el tipo
y tamaiio de envase seleccionado asi como
también el sistema de cobertura del mismo.
En condiciones in vivo la atmdsfera contiene
78 % de nitrogeno; 21 % de oxigeno y 0,035
% de dioxido de carbono. En cultivos in vitro
se han registrado, ademas, etileno y otros
compuestos hidrocarbonados.

Otro factor que pudo haber influenciado en
la inhibicidon de callo, son las condiciones de
luz ya que al estar los embriones sellados y
bajo oscuridad permanente promueven la
concentracién de CO, y al existir una gran
cantidad de diéxido de carbono puede ser
toxico para los embriones y la divisién celular
(Radice, 2004), en el caso de éste estudio la
condiciones de luz fue totalmente nula ya
que se colocé a los embriones bajo la
oscuridad total, por lo que pudo haber
influenciado a una baja formacién de callo
embriogénicos de Cedrela montana Moritz
ex Turcz.

Es por ello que se necesita investigar con que
otros tipos de hormonas vegetales se puede
fomentar a la division celular, algunos
autores describen que los brasinoesteroides
tiene la capacidad promover a la division

celular (Jordan et al., 2006).
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CONCLUSIONES

Los embriones desinfectados con hipoclorito
de sodio al 0.5 % v/v y con perdxido de
hidrégeno al 3% v/v, presentaron un
porcentaje de contaminacion del 2.3% y 3.9%
respectivamente, permitiendo la
desinfeccion de los embriones maduros de
Cedrela montana Moritz ex Turcz, sin
provocar perdida de material para investigar.
El uso de etanol al 90% por 30 segundos
permitié aun mds la desinfeccion de los
embriones, eliminando mayor cantidad de
bacterias y hongos lo cual facilito el cultivo in
vitro de los mismos.

La utilizacién de Brasinolida y Acido
Giberélico como biorreguladores en la etapa
de germinacién, permiti6 obtener un
porcentaje de germinacién del 67 y 77%, lo
cual favorecid para la obtencion de plantas
completamente desarrolladas, con raiz
primaria, secundaria, tallo y hojas,
permitiendo ser una planta capaz de llevar a
cabo su fotosintesis.

La hormona brasinolida en presencia del
medio bdsico Murashige y Skoog (1962), dio
los mejores resultados en la elongacion,
formacion de hojas y presencia de raices en
la etapa de germinacién de Cedrela montana
Moritz ex Turcz.

Los tratamientos G3 (3mg.L' de 4&cido
giberélico) y G5 (2 mg.L" de brasinolida)

presentaron una energia germinativa del 12
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y 14% respectivamente, lo cual permite que
esta especie deje su estado de latencia a
partir de los seis dias de ser expuestos a
estos biorreguladores.

En los tratamientos de induccidon a callo
embriogénico las concentraciones de 4 mg.L’
! de 2,4-D conocido como 4&cido 2,4-
dichlorofenoxiacético, fueron las que
presentaron una mayor induccién y
proliferacién de callo, a diferencia de los
tratamientos que poseian ANA (&cido
naftalenacético) y la combinacion de las dos
auxinas.

El color, el brillo y la uniformidad del callo,
permiten distinguir a simple vista si es o no
callo embriogénico, el color que permite
saber que se esta formando la embriogénesis
es cuando presenta un callo de color verde o
blanquecino pero siempre con presencia de
brillo.

La tincién acetocarmin mostré que es una
solucion muy eficiente ya que con éste se
distinguieron las células embriogénicas de

los callos formados.
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