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RESUMEN

El cedro (Cedrela odorata L.) es una de las especies mads
importantes para el sector forestal cubano; sin embargo,
actualmente existen problemas relacionados con la explo-
tacién intensiva de sus plantaciones naturales. Las téc-
nicas de cultivo in vitro, aplicadas en drboles con edad
suficiente para que expresen caracteristicas de interés,
constituyen un método efectivo para reducir el periodo de
tiempo necesario para la obtencion de plantaciones base
mejoradas. La clonacién de drboles maduros es general-
mente dificil, pero puede lograrse con el manejo de dife-
rentes factores en el rejuvenecimiento del material vege-
tal. La presente investigacion tuvo como objetivo inducir
la brotacién y el rejuvenecimiento de los brotes en estacas
de cedro colocadas en cuatro soluciones de reguladores
de crecimiento, asi como evaluar el comportamiento de
indicadores de crecimiento (masa fresca (g) y masa seca
(9)) en los brotes obtenidos, con vistas a obtener brotes de
calidad para su posterior introduccién al cultivo in vitro.

Palabras claves: cedro, estacas, brotacién, rejuveneci-
miento, indicadores de crecimiento.

INTRODUCCION

El cedro (Cedrela odorata L.) es una de las espe-
cies mas importantes para el sector forestal cu-
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ABSTRACT

The Cedar (Cedrela odorata L.) is one of the most impor-
tant species for the Cuban forest sector, however current-
ly there are problems related to intensive exploitation of
natural plantings. The in vitro culture techniques, applied
in trees with characteristics sufficient to express interest
age is an effective method to reduce the time necessary
for obtaining improved plantations basis. Cloning of ma-
ture trees is usually difficult but can be achieved with the
use of different factors in the rejuvenation of the plant ma-
terial. The present study aimed to induce sprouting and
rejuvenation of outbreaks in cedar stakes placed in four
solutions of growth regulators and evaluate the behavior
of indicators of growth (fresh weight (g) and dry mass (g))
in shoots obtained, in order to obtain quality sprouts for
introduction to the culture in vitro.

Keys words: cedar, cuttings, shoot development, rejuvena-
ting, indicators of grow.

bano debido a la alta calidad de la madera y sus
usos relevantes en la construccion de muebles
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finos y la fabricacion de cajas de tabaco. Por su
importancia econoémica las poblaciones natura-
les de Cedrela odorata L. enfrentan actualmente
serios problemas asociados con la sobreexplo-
tacion y la degradacion ambiental [Lamb et al.,
20035]. Por otro lado, €l cultivo intensivo de esta
especie en plantaciones comerciales, lo cual
podria ayudar a aliviar la presion en las pobla-
ciones naturales, se encuentra amenazado por
el barrenador de vastagos Hypsipyla grandella
Zellar [O’Neil et al., 2001].

En Cuba el desarrollo de plantaciones de ma-
deras preciosas de la familia Meliaceae se limita
por los largos ciclos biolégicos de estas especies,
su susceptibilidad al ataque de plagas y como
consecuencia el rechazo de los productores a
realizar este tipo de plantaciones. Como una
alternativa a las técnicas de silvicultura clasi-
ca, la propagacion in vitro de especies arboreas
ha demostrado ser una estrategia rapida para
la produccion de plantaciones comerciales,
restauracion forestal [Haggman et al., 2006],
produccion de biomasa forestal, asi como con-
servacion y rejuvenecimiento de germoplasma
élite [Husain et al., 2008].

En algunas especies forestales el uso de técnicas
vegetativas para su propagacion y proteccion
se viene practicando desde siglos anteriores,
realizandose diversos trabajos orientados a en-
contrar métodos y técnicas que permitan pro-
pagar con eficiencia el material mejorado de un
gran numero de especies. Se han desarrollado
importantes investigaciones cientificas en la
propagacion de arboles pertenecientes a la fami-
lia de las Meliaceas. El género Cedrela, al cual
pertenece la especie en estudio, ha sido objeto
de investigaciones en el campo de la micropro-
pagacion. Pérez et al. (2003) experimentaron
en la micropropagacion de Cedrela odorata L. a
partir de semillas. Otros resultados para el cedro
incluyen el cultivo de brotes apicales [Maruyama
etal., 1997] y la micropropagacion de segmentos
nodales y fragmentos de hipocoétilos derivados de
plantulas obtenidas a partir de semillas [Valver-
de, 1998|. Nunes et al. (2007) informaron estu-
dios en la micropropagacion de Cedrela fissilis
Vell, y Pena-Ramirez et al. (2010) trabajaron en
el establecimiento de un protocolo para el reju-
venecimiento de arboles adultos élites de cedro.

No obstante estos resultados, es necesario in-
vestigar mas en el establecimiento de una me-

54

todologia que permita el trabajo con material
vegetal adulto para poder trabajar con genotipos
seleccionados e integrar estas técnicas a los
programas de mejora genética de la especie. Las
técnicas de cultivo in vitro, aplicadas en arboles
con edad suficiente para que expresen caracteris-
ticas de interés, constituyen un método efectivo
para reducir el periodo de tiempo necesario para
la obtencion de plantaciones base mejoradas. La
clonacion de arboles maduros es generalmente
dificil [Sanchez y Rios, 2005], pero puede lograrse
con el manejo de diferentes factores en el rejuve-
necimiento del material vegetal. La presente in-
vestigacion tuvo como objetivo ensayar diferentes
soluciones de reguladores de crecimiento para la
induccién de la brotacion y el rejuvenecimiento
de material vegetativo de cedro, asi como evaluar
el comportamiento de indicadores de crecimiento
en los brotes obtenidos con vistas a lograr bro-
tes de calidad para su posterior introduccion al
cultivo in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se desarrollaron en el Labora-
torio de Cultivo de Células y Tejidos del Centro
de Bioplantas de la Universidad de Ciego de
Avila, en colaboracién con la UCTB Estacién
Experimental Agroforestal Camaguiey. Se utilizo
material vegetal de plantas de cedro (Cedrela
odorata L.) que se localizaron previamente en la
Estacion Experimental Agroforestal de Cama-
gliey. Los ejemplares de cedro tenian una edad
biologica estimada de 10 a 12 anos y una altura
de 12 m. Se seleccionaron estacas terminales
aéreas, bien diferenciadas, con presencia visible
de los brotes axilares. La longitud de todas las
estacas se establecioé por encima de los 10 cm,
y el diametro de la base fue de 1 cm. El corte en
los extremos basales y terminales se realizo de
manera longitudinal con una inclinacion de 45°.
Se realizo la defoliacion de las estacas y la eli-
minacion de la dominancia apical a través de la
escision de la yema apical en cada una de ellas.
Las estacas se introdujeron en frascos de vidrio
de 8 cm de diametro y 19 cm de altura, con un
volumen de solucion de aproximadamente % de
la altura total de la estaca. Para el disefio de las
soluciones de induccion de la brotacion se esco-
gio la concentracion de 5 mg/L de BAP, segun
resultados informados por Guevara et al. (1992)
durante el estudio de la brotacion de estacas de



cedro dulce (Cedrela tonduzii ante diferentes
concentraciones de 6-BAP, asi como lo indicado
por Garcia et al. (2004) para la induccion de la
brotacion en estacas de cedro. El experimento
conto con los siguientes tratamientos:

Solucién I: Agua + 6-BAP (5,0 mg/L)

Solucion II: Agua + 6-BAP (5,0 mg/L) + AIB (1,0 mg/L)
Solucion III: Agua + 6-BAP (5,0 mg/L) + AIA (1,0 mg/L)
Solucién IV: Agua (control)

El experimento se mantuvo bajo condiciones na-
turales de fotoperiodicidad, con aproximadamente
12hdeluz/12 h de oscuridad, 100 pmol » m™ « s™*
de intensidad luminosa y temperatura ambiente
de 25 £ 1 °C. La humedad relativa oscilo entre
el 70 y el 85 %. Los ensayos se desarrollaron en
octubre y noviembre. La solucion estimuladora
de la brotacion se cambi6 con una frecuencia de
10 dias, manteniéndose las estacas por un pe-
riodo de 30 dias en las soluciones de induccion.
Para cada tratamiento se hicieron tres réplicas
con un total de 12 estacas por tratamiento,
donde cada una de las estacas constituyo una
unidad experimental.

Se estableci6 como criterio de evaluacion la
supervivencia de las estacas en las diferentes
soluciones a los 21 dias de montado el expe-
rimento. Todas las evaluaciones se llevaron a
cabo en horas tempranas de la manana, aproxi-
madamente en el horario comprendido entre las
nueve y las diez de la manana. También se eva-
luaron en los brotes obtenidos los indicadores
de crecimiento: masa fresca (g) y masa seca (g).

Induccion de la brotacién a partir de...

Para la determinacion de la masa fresca (g) y
la masa seca (g) los brotes se tomaron a los 21
dias de montado el experimento, y siempre en
horas tempranas de la manana. Se determiné
la masa inicial de los brotes para cada una de
las estacas en cada tratamiento (masa fresca).
Para la obtencion de masa seca los brotes se
colocaron durante 72 h a 70 °C en una estufa
de conveccion (HSA) hasta obtener una masa
constante. Para cada tratamiento se hicieron
tres réplicas con un total de 27 estacas por
tratamiento, donde cada una de las estacas
constituy6 una unidad experimental.

Todos los analisis se realizaron con el paquete
estadistico SPSS version 11.5. El procesamiento
y analisis de los resultados se realiz6 a través de
una prueba ANOVA de un factor, como analisis
paramétrico. La prueba ANOVA de un factor se
siguié con una prueba de Tukey para un S %.
Previamente siempre se demostro la distribucion
normal y homogeneidad de varianza, segun las
pruebas de Kolmogorov-Smirnov (5 %) y Levene
(5 %), respectivamente. Los datos de porcen-
taje se transformaron de la siguiente manera:
y =2 arcsen (V(x/100)). Los experimentos se reali-
zaron bajo un disefio completamente aleatorizado.

RESULTADOS Y DISCUSION

La siguiente figura muestra la respuesta de las
estacas de cedro ante las diferentes soluciones
de induccién a los 14 dias de montado el ex-
perimento.

Figura 1. Estacas de cedro (Cedrela odorata L.) a los 14 dias de tratadas. Estacas de cedro
brotadas en solucién de agua + 6-BAP (5,0 mg/L) (A). Estacas de cedro brotadas en solucion de
agua + 6-BAP (5,0 mg/L) (izquierda), y a la derecha estacas de cedro colocadas en solucion de
agua + 6-BAP (5,0 mg/L) + AIA (1,0 mg/) (B). Estacas de cedro brotadas en agua (control) (C).

Como puede observarse en la Fig. 1A, las estacas
colocadas en solucion de agua + 6-BAP (5,0 mg/L)

emitieron mayor cantidad de brotes, y estos fueron
también de mayor vigor en comparacion con los
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brotes emitidos por las estacas colocadas en solu-
cion de agua + 6-BAP (5,0 mg/L) + AIA (1,0 mg/L)
(Fig. 1B), y con relacion también a los brotes emi-
tidos por las estacas colocadas en agua (Fig. 10).
La Fig. 1C muestra que las estacas colocadas
en agua (control) emitieron menor cantidad de
brotes, y estos fueron de menor vigor en compa-
racion con el resto de las soluciones. En todos
los tratamientos las estacas comenzaron a emitir
sus brotes entre los cinco y siete dias a partir de
su inmersion en las soluciones evaluadas, y estos
brotes comenzaron su formacion mostrando una
coloracion verde intensa.

Enla Tabla 1 se representa la supervivencia (%)
de las estacas en las diferentes soluciones de
induccion a los 21 de iniciados los tratamientos.

TABLA 1

Porcentaje de supervivencia de las estacas
de cedro (Cedrela odorata L.) en las diferentes
soluciones de induccion evaluadas a los

21 dias de montado el experimento

. Supervivencia
Tratamientos a los 21 dias (%)
Solucién I 91,66 a
Solucion II 91,66 a
Solucion III 100 b
Solucion IV 83,66 ¢
Es =+ 0,05

Letras diferentes para tratamientos que difieren entre
si (ANOVA, Tuckey, p < 0,05).).

Solucién I: Agua + 6-BAP (5,0 mg/L)

Solucién II: Agua + 6-BAP (5,0 mg/L) + AIB (1,0 mg/L)

Solucién III: Agua + 6-BAP (5,0 mg/L) + AIA (1,0 mg/L)
Solucién IV: Agua (control)

Como puede observarse en la tabla, a los 21
dias de montado el experimento el indicador
supervivencia de las estacas mostro diferencias
significativas entre los tratamientos, encon-
trandose el mayor valor para el tratamiento
con la solucion III. Las estacas tratadas con
las soluciones I y Il mostraron altos valores de
supervivencia.

El tiempo maximo de cultivo en las soluciones
de induccion se establecio en los 21 dias, pues
se observo que a partir de este momento los bro-
tes comenzaron a perder calidad fisiologica, co-
menzando con la pérdida de la turgencia hasta
la muerte y su caida. Ademas, se considera un
brote de calidad maxima para ser introducido al
cultivo in vitro aquel que presente alta turgen-
cia y poca resistencia al corte del escalpelo, la
consistencia de la epidermis debe ser herbacea
y deben presentar un pobre desarrollo de los
tejidos vasculares.

La Fig. 2muestra los resultados de las determina-
ciones de masa fresca (g) y masa seca (g) en brotes
de cedro, provenientes de las estacas colocadas en
las diferentes soluciones de induccion.

Como puede observarse en la figura, el ma-
yor valor de masa fresca (MF) se obtuvo en los
brotes provenientes de la estacas colocadas
en la solucion I (agua + 6-BAP (5,0 mg/L) con
diferencias estadisticamente significativas con
respecto al resto de los tratamientos (Fig. 2A).
Para el caso de la masa seca (Fig. 2B) se obtuvo
un resultado similar, siendo también la solucion I
la de mejores resultados, con diferencias estadis-
ticamente superiores al resto de los tratamientos.
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2A: Masa fresca. Letras diferentes para tratamientos que difieren entre si (ANOVA, Tuckey, p < 0,05, Media general: MG = 0,23,
Error estandar: Es = 0,02, n = 9). 2B: Masa seca (ANOVA, Tuckey, p < 0,05, Media general: MG = 0,05, Error estandar:

Es = 0,004, n = 9). Solucién I: agua + 6-BAP (5,0 mg/L). Solucién II: agua + 6- BAP (5,0 mg/L) + AIB (1,0 mg/L).

Solucién Ill: agua + 6-BAP (5.0 mg/L) + AIA (1,0 mg/L); control: agua.

Figura 2. Masa fresca y masa seca de brotes de cedro (Cedrela odorata L.) obtenidos a partir
de estacas tratadas con diferentes soluciones de induccion a los 21 dias de iniciados los

tratamientos.
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Los mayores valores de masa fresca y masa
seca obtenidos en los brotes correspondientes
a la solucion I y con resultados estadistica-
mente superiores con respecto al resto de los
tratamientos corresponden con los resultados
de mayor numero de brotes totales, y mayor
valor de brotacion media por estaca informados
por Garcia et al. (2004) para brotes de cedro
obtenidos a partir de estacas tratadas con las
mismas soluciones de induccién. La solucion I
esta compuesta por el 6-BAP, el cual es un
analogo sintético de las citoquininas naturales.
Se conoce que estos compuestos son eficientes
en estimular la formacion de tejidos verdes, ya
que activan los cloroplastos, se forman mas
hojas y el tallo herbaceo del brote se desarrolla
mas. Estimulan también la division celular y
los procesos de desarrollo. Adicionalmente, en
los tejidos tratados promueven la ruptura de la
dominancia apical y estimulan el crecimiento
y desarrollo de las yemas axilares [Salisbury y
Ross, 1992].

Estos resultados corroboran la ventaja del uso
de esta solucion de induccion (solucion I) con
respecto a la cantidad de brotes y su calidad en
cuanto a su masa. Los brotes que presentan una
mayor masa fresca y masa seca pueden estar
mejor preparados para entrar en un proceso de
implantacion precedido de una desinfeccion,
donde el tamano del brote, su grado de hidrata-
cion y su robustez son elementos determinantes
en el éxito de este proceso. La masa fresca y la
masa seca son elementos estrechamente re-
lacionados a estos indicadores anteriormente
mencionados. Teniendo en cuenta los indica-
dores de supervivencia (Tabla 1)y los indica-
dores de crecimiento masa fresca y masa seca
(Fig. 2), se consideré que los brotes obtenidos a
partir de las estacas colocadas en la solucion I
presentaron las caracteristicas mas adecuadas
para la introduccién al cultivo in vitro.

CONCLUSIONES

* Alos 21 dias de montado el experimento las
estacas colocadas en las soluciones I y II
mostraron altos valores de supervivencia.

* El tiempo maximo de cultivo de las estacas
en las soluciones de induccion se establecio
en los 21 dias.

Induccion de la brotacién a partir de...

* Los brotes provenientes de estacas de cedro
tratadas con la soluciéon que contenia S mg/L
de BAP (Solucién ) mostraron mayores valo-
res de masa fresca y masa seca, resultando
ser los mas adecuados para ser introducidos
al cultivo in vitro.
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